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aSFP: Proteína ácida del fluido seminal 

BIC: Criterio de interrelación bayesiano 

BSP: Plasma seminal bovino 

C: Cebú 

CB: Cebú Brahman 

CCOs: Complejo cúmulos ovicitos 

FIV: Fecundación in vitro 

MIV: Maduración in vitro 

Mr: Masa relativa 
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PLA-2: Fosfolipasa A2 

PM: Peso molecular 

RA: Reacción acrosómica 

SEM: Error estándar de la media 

SM: San Martinero 
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I. RESUMEN 

La producción animal en un país tropical como Colombia se ve limitada, entre otras cosas, por 

factores ambientales adversos, como temperatura, humedad relativa y radiación solar altas a lo 

largo del año, acompañadas de una baja disponibilidad de biomasa forrajera de mala calidad y 

por la proliferación de plagas y enfermedades. En los sistemas de producción bovina 

Colombiana existen razas criollas como la San Martinero (SM), con un buen grado de 

adaptación a las altas temperaturas características de nuestro medio tropical. Los toros de esta 

raza han demostrado a través del tiempo los mejores índices reproductivos (fecundación, 

natalidad, intervalo entre partos) al compararlos con las demás razas que, a pesar de estar 

adaptadas, presentan un comportamiento inferior en los aspectos reproductivos. En los últimos 

años, diversos estudios en proteómica mediante procedimientos de electroforesis bidimensional 

2D-PAGE han relacionado la mayor fecundación de toros reproductores probados con la 

presencia o ausencia de ciertas proteínas del plasma seminal producidas por las glándulas 

sexuales accesorias, que se adhieren al espermatozoide afectando la función espermática. 

Estos estudios han permitido identificar el perfil de proteínas de toros de alta y baja fertilidad, 

de tal manera que algunas proteínas se pueden emplear como bio-marcadores de fertilidad 

(Killian et al., 1993; Jobim et al., 2004; Moura et al., 2006; Rocoltta et al., 2006; Kelly et al., 

2006; Moura et al., 2007a; Novak et al., 2010; Sankhala et al., 2011a, 2011b; Stinshoff et al., 

2012). 

La aparición o desaparición de puntos específicos de proteína indican diferencias en la 

expresión proteica, mientras que el grado de intensidad de los puntos provee información 

cuantitativa acerca de los niveles de expresión de la proteína (Kumar et al., 2012; Davalieva et 

al., 2012). Teniendo en cuenta estos estudios y buscando el porqué de la mayor fertilidad de 

los toros SM, este trabajo de investigación involucra las proteínas del plasma seminal y su 

asociación con la fecundación in vivo y la producción de embriones in vitro de esta raza criolla 

en la época lluviosa comparada con la época seca y con la raza Cebú Brahman (CB), la de 

mayor población en Colombia. Los datos aquí presentados corresponden a los primeros 

estudios a nivel nacional, con apoyo de Corpoica, Ecopetrol, Colciencias y el Ministerio de 

Agricultura y Desarrollo Rural (MARD) de Colombia.  

Para el estudio se plantearon los siguientes objetivos específicos:  
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 Determinar el perfil electroforético de toros de las razas SM y CB al inicio de la edad 

reproductiva, en condiciones del trópico bajo colombiano. 

 Definir diferencias o similitudes del perfil de proteínas del plasma seminal del toro SM 

asociadas a los indicadores de calidad espermática, fertilidad y desarrollo embrionario 

por efecto de la época lluviosa y seca. 

 Establecer entre los toros de la raza SM y CB  asociaciones entre las proteínas del 

plasma seminal y los indicadores de calidad espermática, fertilidad y desarrollo 

embrionario. 

 Relacionar proteínas del plasma seminal con el valor de fertilidad en toros SM y 

compararlos con la raza CB.  

Para la investigación se seleccionaron al azar 7 toros reproductores puros de la raza SM del 

Banco de Germoplasma de Corpoica y 7 toros CB de un criadero reconocido de ganado puro, 

ambos en edad reproductiva. Los ejemplares se mantuvieron en situaciones similares bajo 

pastoreo en pasto Brachiaria decumbens en los campos experimentales del Centro de 

Investigaciones la Libertad de Corpoica. El tiempo de evaluación por época se realizó en el 

ganado SM tanto en el período de lluvias como de sequía y la evaluación entre razas (SM y 

CB) únicamente se realizó en la época lluviosa. Para cada toro, los muestreos seminales y 

análisis en fresco se realizaron tres veces. Del semen congelado de cada toro, en cada 

muestreo, se seleccionaron 5 pajillas al azar para su respectiva evaluación de calidad 

espermática, fecundación in vitro (FIV) y producción de blastocistos. El análisis de la 

información se basó en Modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. Para evaluar el 

efecto de la época (Lluvia y Seca) y la raza (SM y CB) sobre las variables de calidad 

espermática se utilizó el procedimiento MIXED (Modelo mixto) con medidas repetidas en el 

tiempo con el paquete estadístico SAS® (versión 9.0), utilizando un diseño completamente al 

azar con arreglo factorial 2X3 para calidad del semen en fresco y 2x5 para calidad del semen 

post-descongelación.  

Los resultados del estudio permitieron evidenciar mediante la electroforesis unidimensional de 

las proteínas del plasma seminal la presencia de 13 bandas de proteína en SM y 12 en CB, 

durante la época lluviosa. Diez de estas bandas se encontraron en ambas razas, dos se 

presentaron solo en SM y una exclusivamente en el CB. En el plasma seminal del SM se 

detectaron 16 bandas en la época de sequía, tres más que en la época lluviosa. 
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La señal de proteína en los geles de poliacrilamida registrados en el mapa referencial 

bidimensional SDS-PAGE de los toros SM estudiados para las dos épocas muestra 64 puntos 

(98,46%) para la época lluviosa, de los 65 puntos detectados en las dos épocas, y 52 puntos 

(80%) para la época seca de los cuales 51 puntos (78.46%) están presentes en las dos épocas. 

13 puntos de proteína (20%) se encuentran únicamente en la época lluviosa y 1 punto (1.85%) 

en la época seca. Para estas proteínas, los pesos moleculares registrados en el mapa de 

referencia oscilaron entre 13.8 y 66.65 kDa y los puntos isoeléctricos (pIs) se enmarcaron entre 

3.59 y 9.8, de los cuales el 95% se localizó por debajo de la neutralidad (pI<7) representando 

proteínas ácidas o ligeramente ácidas; un 1.5% representó una proteína neutra de peso 

molecular 17.50 kDa y se identificaron también dos proteínas con pI>7, alcalinas o ligeramente 

alcalinas, con pesos moleculares de 16.69 y 16.72 kDa y puntos isoeléctricos de 8.63 y 9.8.  

Los puntos de proteínas detectados en la raza CB en el mapa electroforético se enmarcan en 

37 registros, 27 menos que el SM, con pesos moleculares entre 13.9 y 66.2 kDa, y pIs entre 4.0 

y 9.8. El 94,4% de los puntos de proteínas tienen pl por debajo de 7, similar al SM (94.59%), lo 

que indica que la gran mayoría de puntos de proteína tienen un pH ácido, o ligeramente ácido. 

El 5.41% está representado por un punto de proteína con pl neutro, al igual que en el SM, y una 

con pI alcalino, uno menos que en el SM. De los 37 puntos de proteína presentes en la Raza 

CB, 35 (94.5%) se encuentran presentes en las dos razas, SM y CB, dos puntos (5.41%) se 

encuentran únicamente en CB  y 29 puntos son exclusivos de SM.  

Los resultados obtenidos por efecto de la época lluviosa o seca sobre la calidad espermática en 

semen fresco del toro SM indican, en términos generales, un comportamiento similar de los 

promedios de las variables concentración, motilidad, viabilidad, morfología e índice de calidad 

espermática - ICE, (p>0.05). Sin embargo, para los promedios de la variable volumen seminal 

(9.36 ± 1.97 vs. 6.12 ± 2.49 ml) y número de espermatozoides congelables expresados en 

pajillas de 30 x 106 espermatozoides (166.06 ± 35.54 vs. 101.1 ± 57.60) se observó un efecto 

negativo de la época seca en forma significativa (p<0.05). La respuesta observada en el semen 

descongelado a diferencia del fresco señala cambios por efecto de la época para viabilidad 

(p<0.001) y para motilidad, morfología e ICE (p<0.05). Cuando comparamos el semen fresco 

del SM en época lluviosa con el CB en la misma época, la respuesta obtenida señala cambios 

a favor del SM de forma altamente significativa (p<0.001) para concentración espermática, 

índice de calidad espermática y espermatozoides congelables y de forma significativa (p<0.05) 

para volumen seminal. Los resultados de calidad espermática post-descongelado indican 
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cambios a favor del SM de forma altamente significativa para viabilidad (p<0.001) y de forma 

significativa (p<0.01) para motilidad e índice de calidad espermática. 

La relación de las proteínas con el comportamiento de las variables de calidad espermática en 

semen fresco por efecto de la época (lluviosa y seca) en la raza SM se identifica, con 

diferencias significativas, mediante las proteínas A 4113 y A 2301, por acción conjunta, como 

posibles proteínas que contribuyen en la explicación de los cambios del volumen espermático; 

A5006, A7304, A2001 y A2301 para los cambios en la concentración espermática; A2001, 

A7304, A6307 para los cambios relacionados con motilidad; A2301 y A1407 con viabilidad; 

A4113, A4119, A2001, A6307 con índice de calidad espermática y A1407, A6307, A2001, 

A5101 y A7304 con producción de espermatozoides congelables. De igual forma, en el análisis 

de calidad del semen post-descongelado (PDC) se identifica la participación de los puntos de 

proteínas A507 con motilidad y viabilidad PDC; A4119 y A1407 con morfología en semen PDC; 

A7304, A4113 y A1407 con índice de calidad espermática en  PDC; A3218, A4113, A4106, 

A5101, A6307, A3011 y A7304 con fertilidad in vitro y A2001 con producción de blastocistos. 

El concurso de las proteínas sobre el comportamiento de las variables de calidad espermática 

en semen fresco por efecto de la raza (San Martinero y Cebú Brahman) reconoce, con 

diferencias significativas cuando se hacen este tipo de comparaciones, a las proteínas A3218, 

A4704, A2301, A4119 y A4113 como posibles proteínas que intervienen en la explicación de 

los cambios de volumen seminal; A6310, A4113 y A5101 con concentración espermática; 

A409, A1407, A4119 y A5101 con motilidad espermática; A6310, A2301, A4113, A3218, A2001 

y A4119 con viabilidad espermática; A4119 y A4113 con morfología espermática; A4704, 

A3218, A2001, A2301 y A4113 con ICE, y A4704, A6310 y A4113 con producción de 

espermatozoides congelables. En este mismo sentido, el análisis de calidad del semen post-

descongelado evaluado entre razas identifica la participación de las proteínas A1407, A6310, 

A2301, A4119 y A4113 con motilidad espermática PDC; A4119 y A4113 con viabilidad post-

descongelado-PDC; A4704 con morfología PDC; A4704, A4119, A4113 y A6310 con índice de 

calidad espermática PDC; A2001, A4704 y A409 con fertilidad in vitro y A4704, A409 y A2001 

con producción de blastocistos. 

Los resultados en cuanto a la concentración de proteínas del plasma seminal, indican que 

existen diferencias (p<0.05) para los puntos A7304, A2301 y A3011 en función de la época y 

para los puntos A4113, A4119, A2301(p<0.001) en función de la raza. 
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La participación de proteínas del plasma seminal en las comparaciones entre los toros de mejor 

y peor comportamiento reproductivo seleccionados de la raza SM por las variables de calidad 

espermática en fresco, post descongelado, fecundación y producción de blastocistos, 

evidencian en términos generales que no se define en forma concreta proteínas que expliquen 

específicamente la diferencia entre los toros SM, ya que no existe el orden lógico esperado 

(mejor y peor comportamiento). Es posible que este resultado sea debido a la poca variación de 

eficiencia reproductiva de los sementales seleccionados para el estudio en esta raza.  

Por otra parte, cuando el análisis se realiza entre los dos mejores toros de la raza SM y los dos 

de peor comportamiento de la raza CB, se observa un orden lógico esperado para el punto de 

proteína A2301 con cambios significativos (p<0.05) y que está asociado con los toros de mayor 

promedio de las variables de eficiencia reproductiva. Dicho punto estaría definido como una 

posible BSP-A1 identificada en toros con buena fertilidad (Moura et al., 2007b). Por otra parte, 

se observan los puntos de proteína A4113 y el punto de proteína A4119 asociados a los toros 

de menor promedio de las variables que estiman la eficiencia reproductiva.  

Los resultados anteriores se obtienen de la comparación de niveles de fertilidad (de mayor y 

menor promedio) obtenidos a nivel general entre las dos razas. Esto no quiere decir que estas 

proteínas sean o no sean las que identifiquen verdadera fertilidad a nivel general, sino que son 

respuestas que hay que visualizarlas dentro de la raza; es así que en el caso del punto de 

proteína A4119, es la proteína que más se expresa a nivel general en CB mientras que en SM, 

con sus concentraciones bajas, está muy asociada en forma directa con viabilidad espermática  

En resumen, como aportes principales de este trabajo, podemos indicar que la investigación 

realizada permitió generar los primeros mapas referenciales uni y bidimensionales de proteínas 

del plasma seminal de la raza SM y la CB bajo las condiciones climáticas del trópico bajo 

Colombiano. 

La eficiencia reproductiva de los toros SM para la época de lluvias en términos de indicadores 

de calidad espermática, FIV y efecto en el desarrollo embrionario vistos en forma integrada 

permite predecir la fertilidad in vivo. Los valores de estos indicadores no generaron grandes 

cambios por efecto de la época (seca o lluviosa), pero sí superan a los indicadores de eficiencia 

reproductiva de toros reproductores de la raza CB, resultados que permiten inferir que esta 

raza, procedente de España, se encuentra adaptada a las condiciones del trópico bajo 

colombiano. 
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Los cambios de las variables estudiadas que determinan la calidad espermática de los toros 

por efecto de las proteínas plasmáticas, son respuesta de su participación en forma de clúster 

que integra, bajo un modelo de predicción, proteínas con y sin cambios significativos y no en 

forma independiente. En este estudio reconocimos algunos modelos cuya asociación explica en 

gran parte el comportamiento de las variables de calidad seminal (volumen seminal, 

concentración, motilidad, viabilidad y morfología espermáticas), del ICE y producción de 

espermatozoides, en función de la raza, la época climática, o de acuerdo a si se trata de semen 

fresco o congelado-descongelado.  

Finalmente, la investigación realizada permitió identificar que la proteína A2301 se asocia con 

los toros seleccionados como de mayor fertilidad, mientras que la A4113 y A4119 de pesos 

moleculares 15,37 y 15.49 kDa y pI de 5.38 y 5.15, respectivamente, se relacionaron con los 

toros de baja fertilidad. 
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II. SUMMARY   

Animal production in a tropical country like Colombia is limited, among others, by adverse 

environmental factors such as temperature, relative humidity and high solar radiation throughout 

the year, accompanied by a low availability of poor quality forage biomass and the proliferation 

of pests and diseases. In cattle production systems Colombian landraces exist, as San 

Martinero (SM), with a good degree of adaptation to high temperatures, characteristic of our 

tropical environment. The bulls of this breed have proven over time the best reproductive rates 

(fertility, birth, calving interval) when compared to the other races, which despite being adapted, 

have underperformed in the reproductive aspects. In recent years various studies in proteomics 

by two-dimensional electrophoresis procedures 2D-PAGE, have linked fertility, tested in 

breeding bulls, with the presence or absence of certain proteins in the seminal plasma produced 

by the accessory sex glands, which adhere to sperm affecting sperm function and fertilization. 

These procedures have allowed the identification of bull protein profiles with high and low 

fertility, so that some proteins can be used as bio-markers of fertility (Killian et al., 1993; Jobim 

et al., 2004; Moura et al., 2006; Rocoltta et al., 2006; Kelly et al., 2006; Moura et al., 2007; 

Novak et al., 2010; Sankhala et al., 2010, 2011; Stinshoff et al., 2012). 

The appearance or disappearance of specific points of protein indicates differences in protein 

expression, while the intensity of dots provides quantitative information about the levels of 

protein expression (Kumar et al., 2012; Davalieva et al., 2012).  

Given these studies and looking for the reason for the increased fertility of bulls SM, this 

research involves seminal plasma proteins and their association with fertility in vivo and in vitro 

embryonic development of this Criollo breed at the rainy season compared to the dry season, 

and with the Zebu Brahman race that is the one with the highest population in Colombia. The 

present data are the first ones at the national level, supported by Corpoica, Ecopetrol, 

Colciencias and the Ministry of Agriculture and Rural Development (MARD) of Colombia. 

The study had the following specific objectives:  

To determine the electrophoretic profile of bulls SM and Zebu races at the beginning of 

reproductive age in low Colombian tropical conditions.  
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To define differences or similarities in the seminal plasma proteins profile of the bull SM 

associated with indicators of spermatic quality, fertility and embryonic development due to the 

rainy and dry seasons.  

To set, among the bulls of SM race and Zebu Brahman race, associations between seminal 

plasma proteins and sperm quality indicators, fertility and embryonic development. 

To link seminal plasma proteins with the value of fertility in SM bulls and to compare them with 

Zebu Brahman race. 

For the investigation, seven pure breeding bulls SM race (SM) from the Germplasm Bank of 

Corpoica and 7 Brahman Zebu bulls (C) of a pure breeding recognized cattle were randomly 

selected, both in a reproductive age. The bulls were kept in similar situations grazing on 

Brachiaria decumbens in the experimental fields of the Research Center ñLa Libertadò of 

Corpoica. The evaluation time for season was held at the SM during the rainy season and 

drought season, and the evaluation between races (SM and Zebu) only tooks place in the rainy 

season. For each bull, seminal sampling and analysis were performed three times with fresh 

semen. From frozen samples of each bull, in each sampling, 5 straws were randomly selected 

for respective evaluation of sperm quality, in vitro fertilization and blastocyst production. The 

data analysis was based on mixed models with repeated measures over time. To evaluate the 

effect of the time (Rain and Dry) and race (SM and Zebu) on sperm quality variables, MIXED 

procedure was used (mixed model) with repeated measures in time with the SAS ® statistical 

package (version 9.0 ) using a completely randomized design with factorial 2X3 for fresh semen 

quality and 2x5 for post-thaw semen quality. 

The study results allowed us to show, by dimensional electrophoresis of seminal plasma 

proteins, the presence of 13 protein bands in SM and 12 in Zebu Brahman, during the rainy 

season. Ten of these bands were found in both races, two were found in SM only and one band 

was exclusively found in Zebu. In the seminal plasma of SM 16 bands were detected in the dry 

season, three more than in the rainy season. 

The signal of protein in polyacrylamide gels recorded in the reference map dimensional SDS-

PAGE from the SM bulls studied for two seasons, showed 64 points (98.46%) for the rainy 

season, out of the 65 points identified in the two periods, and 52 points (80%) for the dry season 

of which 51 points (78.46%) are present in both seasons, 13 protein spots (20%) are found only 

in the rainy season and 1 point (1.85%) in the dry season. For these proteins, the molecular 
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weights recorded in the reference map ranged between 13.8 and 66.65 kDa and isoelectric 

points (pI) were framed between 3.59 and 9.8, of which 95% are located below the neutral (pI 

<7) representing acidic or slightly acidic proteins. 1.5% represents a neutral protein of molecular 

weight 17.50 kDa and two proteins with pI> 7, alkaline or slightly alkaline, with molecular 

weights of 16.69 and 16.72 kDa and isoelectric points of 8.63 and 9.8, were also identified.  

Protein spots detected in Brahman Zebu Electrophoretic Map are part of 37 records, 27 less the 

SM with molecular weights between 13.9 and 66.2 kDa, and pI between 4.0 and 9.8. The 94.4% 

of the protein spots had pl below 7, similar to SM (94.59%), indicating that the vast majority of 

protein spots have an acidic pH or slightly acidic. The 5.41% is represented by a protein point 

with pl neutral, like in 

SM, and one alkaline protein, one less than in the SM. Of the 37 protein spots present in Zebu 

Brahman Breed, 35 (94.5%) are present in the two races, SM and Zebu, whereas two points 

(5.41%) are found only in Zebu and 29 points are exclusively found in SM.  

The results obtained by effect of rainy or dry season on sperm quality of fresh bull semen SM 

(SM) indicate, overall, a similar behavior for the variables concentration, motility, viability, 

morphology and sperm quality index (SQI, p>0.05). However, for the variable semen volume 

(9.36 ± 1.97 vs. 6.12 ± 2.49 ml) and number of freezable sperm, expressed in straws of 30x106 

spermatozoa (166.06 ± 35.54 vs. 101.1 ± 57.60) a negative effect of the dry season was 

significantly showed (p<0.05).The response observed in thawed spermatozoa, unlike the fresh 

semen, showed changes due to the time for viability (p<0.001) and for morphology, motility and 

SQI (p<0.05). When SM fresh semen is compared with Brahman Zebu at the same rainy 

season, the response shows highly significant changes in favor of SM (p<0.001) for sperm 

concentration, SQI and freezable sperm, and significant (p<0.05) for seminal volume. The 

results of post-thawing sperm quality indicate changes in favor of SM in a highly significant 

manner (p<0.001) for viability and in a significant manner (p<0.01) for motility and SQI. 

The involvement of proteins on the behavior of variables of fresh semen sperm quality due to 

the season (wet and dry) in the SM race, was identified by the spots A4113 and A 2301, for joint 

action, as possible proteins that contribute in explaining changes in sperm volume; A1407, 

A5006, A7304, A2001 and A2301 as spots related with sperm concentration; A2001, A7304 and 

A6307 with motility; A1407 A2301 with viability; A4113, A4119, A2001, A6307 with SQI and 

A1407, A6307, A2001, A5101 and A7304 with freezable sperm production. Similarly, in the 
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analysis of post-thawed spermatozoa quality (PDC) the involvement of the following protein 

spots was identified: A507 with PDC motility and viability; A4119 and A1407 with PDC 

morphology; A7304, A4113 and A1407 with PDC SQI; A3218, A4113, A4106, A5101, A6307, 

A3011 and A7304 with fertility in vitro and A2001 with production of blastocysts. 

The effect of the proteins on the behavior of sperm quality variables due to race (SM and Zebu 

Brahman) recognizes significant differences among the spots A3218, A4704, A2301, A4119 and 

A4113 as potential proteins involved in explaining seminal volume changes; A4704, A6310, 

A4113 and A5101 related with sperm concentration; A409, A1407, A4119 and A5101 with 

sperm motility; A6310, A2301, A4113, A2001 and A4119 with sperm viability; A4119 and A4113 

with sperm morphology; A4704, A3218, A2001, A4113 and A2301 with AQI, and A4704, A6310 

and A4113 with freezable sperm production. In this sense, the analysis of post-thawed semen 

quality evaluated between races identifies the relation between proteins A1407, A6310, A2301, 

A4119 and A4113 with PDC sperm motility, A4119 and A4113 with PDC viability; A4704 with 

PDC morphology; A4704, A4119, A4113 and A6310 with PDC SQI; A2001, A4704 and A409 

with fertility in vitro, and A4704, A409 and A2001 with blastocyst production. 

The results concerning seminal plasma proteins concentration indicate that the season has 

effect (p<0.05) on this parameter for the spots A7304, A3011 and A2301, and the race has an 

effect (p<0.001) for spots A4113, A4119 and A2301.  

The analysis of seminal plasma proteins in comparisons between better and lesser bulls of SM 

race, selected by reproductive behavior, for variables in fresh semen quality, post thaw 

spermatozoa quality, fertilization and production of blastocysts, evidence, overall, that there are 

not concretely defined proteins that specifically explain the difference between the SM bulls, 

since the logical order expected is not found (better and less behavior). It is possible that this 

result is due to the small variation of reproductive efficiency of stallions selected for study in this 

race. 

Moreover when the analysis is performed between the two best bulls of the breed SM and the 

two worse Zebu animals, there is a logical order expected for the point of protein A2301 with 

significant changes (p<0.05) and this order is associated with the higher average of 

reproductive efficiency variables. This point could be defined as a possible BSP-A1 identified in 

bulls with good fertility (Moura et al., 2007). On the other hand, protein spots A4113 and A4119 
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were observed in association with the bulls with lower averages in the variables responsible of 

reproductive efficiency. 

These results are obtained when we compared the fertility levels (high and low average) at a 

general level between the two races. However, this does not mean that these proteins are the 

ones identifying the true fertility at a general level, but they are answers to visualize within the 

breed; this is so, that in the case of A4119 protein spot is the most widely expressed protein at a 

general level in Zebu whereas in SM, with very low concentrations, is directly associated with 

sperm viability. 

Summarizing, as major contributions of the present study, we can say that this investigation 

allowed the first generation of uni and bidimensional reference maps of the races Zebu 

Brahman and SM under tropical climatic conditions of Colombia. 

The reproductive efficiency of SM bulls for the rainy season in terms of indicators of sperm 

quality, in vitro fertilization and embryo development, studied in an integrated way, let us predict 

in vivo fertility. The values of these indicators in SM race did not produce major changes due to 

the season (dry or wet), but they outweigh the reproductive efficiency indicators of breeding 

bulls of Brahman Zebu, results that allow infer that this breed, coming from Spain, is adapted to 

tropical conditions of Colombia. 

The changes of the studied variables that determine the sperm quality of the bulls by the effect 

of the plasma proteins are the response for their participation in a cluster manner and not in an 

independently manner, that integrates, under a prediction model, proteins with and without 

significant changes. In this study, some models were recognized whose association explains 

the behavior of variables that account for semen quality (seminal volume, concentration, 

motility, viability and sperm morphology), SQI and sperm production, depending on the race, the 

climatic season, or according to whether it is fresh or frozen-thawed sperm.  

Finally, this research identified that the protein A2301 is associated with the bulls selected as 

the most fertile, while A4113 and A4119, with molecular weights 15.37 and 15.49 kDa and pI of 

5.38 and 5.15, respectively, were related to low fertility bulls. 
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III. INTRODUCCIÓN 

La producción animal en un país tropical como Colombia se ve limitada, entre otros, por 

factores ambientales adversos, como temperatura, humedad relativa y radiación solar altas a lo 

largo del año, acompañadas de una baja disponibilidad de biomasa forrajera de baja calidad y 

por la proliferación de plagas y enfermedades. En los sistemas de producción bovina 

Colombiana existen razas como las criollas, con un buen grado de adaptación a las altas 

temperaturas características de nuestro medio tropical. Se explotan además razas de alta 

producción que muestran poco grado de adaptación al ambiente cálido tropical, lo que incide 

directamente en los bajos índices productivos y reproductivos de estos genotipos. 

EI calor altera la homeostasis del organismo, desencadenando mecanismos de 

termorregulación, que permiten mantener su temperatura corporal dentro de los rangos 

compatibles con la vida. Los animales sometidos a temperaturas y humedades relativas 

elevadas presentan disminución en el consumo de alimento, redistribución del suministro de 

sangre en el organismo y aumento de las pérdidas de calor por sudoración y respiración. Como 

resultado de los anteriores ajustes, se producen alteraciones en el funcionamiento del tracto 

digestivo, la absorción de nutrientes, el metabolismo celular y orgánico, el mantenimiento del 

equilibrio ácido-base, el balance hídrico, endocrino y la función renal. Los animales en estas 

condiciones disminuyen, la ganancia diaria de peso corporal y la producción de leche. En las 

hembras se presenta alteración del ciclo estral e incremento en la mortalidad embrionaria 

temprana, mientras que en los reproductores se observa una disminución en la calidad del 

semen. A pesar de estos cambios fisiológicos existen razas que se comportan eficientemente 

en condiciones adversas, como la raza criolla SM, la cual a nivel nacional ha sido la más 

evaluada desde el punto de vista ecofisiológico mostrando características de aclimatación y 

adaptación a las condiciones climáticas del trópico bajo húmedo (Velásquez et al., 1999).  

Estos genotipos ayudarían a la mejor utilización de animales no adaptados mediante 

programas de cruzamientos. Los estudios realizados en esta raza en condiciones del trópico 

bajo han demostrado su superioridad a nivel de fertilidad in vivo tanto en el macho como en la 

hembra. Los trabajos que ha venido desarrollando el centro de reproducción animal (CRIA) de 

Corpoica en fertilidad y desarrollo embrionario in vitro y criopreservación, como tarea que le ha 

encomendado el gobierno nacional en la conservación de razas criollas Colombianas, le han 

permitido, con apoyo del Centro de Biotecnología y Bioindustria (CBB), desarrollar sobre estas 

razas estudios que demuestren a nivel molecular el porqué de su eficiencia reproductiva, y 
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poder de esta manera introducir estas bondades a las razas foráneas para mejorar sus índices 

de reproducción y adaptabilidad. En este sentido, con este trabajo de investigación que 

involucra las proteínas del plasma seminal y su asociación con la fertilidad  in vivo e in vitro y 

desarrollo embrionario, se iniciaron los primeros estudios a nivel nacional hacia el año 2005, 

con apoyo de Ecopetrol, Colciencias y el MARD. 

El plasma seminal es una secreción fisiológica procedente de múltiples glándulas del tracto 

reproductivo del macho y es importante para el funcionamiento y sobrevivencia del 

espermatozoide. En los últimos años, los estudios del proteoma del plasma seminal han 

permitido identificar proteínas específicas en toros de alta y baja fertilidad, de tal manera que 

algunas de ellas puedan emplearse como biomarcadoras de fertilidad (Kumar et al., 2012, 

Davalieva et al., 2012). Las proteínas que contiene el plasma seminal del toro son 

principalmente de dos familias: espermadhesinas y un grupo con dominios fibronectina tipo II. 

Esta última familia es la que predomina en la especie bovina y está representada por las BSP, 

proteínas del plasma seminal que se encuentran en casi todos los mamíferos, (Manjunath et 

al., 1987) y que modulan la espermatogénesis por activación de la liberación de fosofatidilcolina 

y colesterol de las células espermáticas. Scolari et al. (2010) comprobaron que la BSP A1/A2 

disminuyen o activan la movilidad rotacional del colesterol dentro de la membrana. Así mismo, 

están implicadas en la maduración de los espermatozoides, en el proceso de protección y el 

mantenimiento de la integridad de la membrana celular frente a agentes externos, incluyendo 

eventos que producirían una prematura capacitación y/o reacción acrosómica, como es el caso 

del proceso de criopreservación (Manjunath et al., 1994a, Strzezek et al., 2005).  

En este mismo orden, la fosfolipasa A2 (PLA-2) se ha considerado como proteína asociada a la 

fertilidad (Miller y Winer 1990) que participa en la modificación lipídica de la membrana 

espermática durante la capacitación (Kelly et al., 2006) y en la interacción espermatozoide-

ovocito, siendo activada por la interacción con la zona pelúcida (Riffo y Párraga 1997), y al 

igual que a la Plasmina Seminal se le atribuyen acciones de preparación de la célula para la 

reacción acrosómica (Shivaji et al., 1989). En el plasma seminal del toro se encuentran, 

además de las Espermadhesinas, (Tedeschi et al., 2000), la Osteopontina (OPN) que se 

relaciona con toros de alta fertilidad (Souza et al., 2008) y la Clusterina, involucrada en 

procesos de agrupamiento, adhesión celular y maduración espermática (Ibrahim et al., 2000). 

Por otra parte, se han detectado proteínas, como la proteína Ácida del fluido seminal, (aSFP), 

Albúmina, Clusterina y de nuevo la Osteopontina, relacionadas con la mejor facilidad para la 
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congelación del semen y, de manera opuesta, la proteína P25b, que se comporta con actividad 

anticongelante, (Jobim et al., 2009).  

Aunque las bondades en la actividad reproductiva de algunas proteínas han sido referenciadas 

en los toros, trabajos que relacionen estas bondades en animales de edad madura con la 

fertilidad in vivo complementada con calidad espermática, fertilidad y desarrollo embrionario in 

vitro no se evidencian. En este sentido el propósito de esta tesis es determinar las proteínas del 

plasma seminal asociadas a la calidad espermática, fertilidad in vivo e in vitro, y el desarrollo 

embrionario del toro criollo SM teniendo en cuenta la época del año y compararlas con los 

datos obtenidos en la raza Cebú Brahman. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar las proteínas del plasma seminal asociadas con calidad espermática, fertilidad y 

desarrollo embrionario de ganado SM al inicio de su etapa reproductiva, comparadas entre las 

épocas del año seca y lluviosa y con la raza Cebú Brahman. 

Objetivos específicos 

 Determinar el perfil electroforético de toros de las razas San Martinero y Cebú Brahman 

al inicio de la edad reproductiva, en condiciones del trópico bajo colombiano. 

 

 Definir diferencias o similitudes del perfil de proteínas del plasma seminal del toro San 

Martinero asociadas a los indicadores de calidad espermática, fertilidad y desarrollo 

embrionario por efecto de la época lluviosa y seca. 

 
 

 Establecer entre los toros de la raza San Martinero y Cebú Brahman asociaciones entre 

las proteínas del plasma seminal y los indicadores de calidad espermática, fertilidad y 

desarrollo embrionario. 

 

 Relacionar proteínas del plasma seminal con el valor de fertilidad en toros San 

Martinero y compararlos con la raza Cebú Brahman. 
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IV. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

En esta investigación, además de la raza criolla SM, descendiente de razas españolas, se 

evaluó la raza C Brahman por ser la raza de mayor población en Colombia.  

IV.1. CARACTERÍSTICAS DE LA RAZA CRIOLLA SAN MARTINERO (SM) 

La raza bovina SM (figura 1) proviene de los ganados introducidos por los conquistadores 

españoles en el segundo viaje de Colón, en 1493. A Colombia entraron por la isla Margarita 

(Venezuela), por la ruta de Arauca, Casanare y Barranca de Upia dando origen a los ancestros 

del toro criollo SM. 

 

Figura 1. Toro reproductor de la raza San Martinero. 

La raza SM se formó en el piedemonte llanero de la Orinoquia Colombiana, gracias al trabajo 

de la selección natural y al esfuerzo zootécnico de los jesuitas en el siglo XVII. Esta raza se ha 

adaptado a las subregiones del piedemonte y altillanura de la región Orinoquense, 

representativas de las zonas de Bosque Húmedo Tropical (BHT) y muy Húmedo Tropical 

(BMHT) (Holdrige y Hunter, 1961) las cuales se caracterizan por su topografía plana y 

ondulada, suelos ácidos, con deficiencias minerales, especialmente de P, Cu, Zn y altos 

contenidos de Al, temperatura media de 26 ºC con variaciones bruscas durante las 24 horas del 

día, humedad relativa de 87% en la época lluviosa (abril a noviembre) y de 55 % en la época 

seca(noviembre a marzo). La precipitación varía entre 2700 (altillanura) y 3500 (piedemonte) 

mm3/año, con régimen monomodal de distribución de lluvias.  
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Las condiciones ambientales y el sistema de manejo extensivo a que ha sido sometido, 

desarrollaron en el SM características de gran importancia económica, tales como rusticidad, 

resistencia, capacidad para vivir en grandes extensiones, donde los forrajes son escasos y las 

aguas distantes, cierta tolerancia a ectoparásitos y a condiciones extremas de temperatura y 

humedad, así como habilidad para utilizar forrajes fibrosos, constituyéndose en patrimonio 

biológico y económico para la provisión eficiente de alimentos(carne, leche), pieles y trabajo.  

Sus características morfológicas y fisiológicas lo muestran como de anca caída y 

desprendimiento de cola alto, con pecho ancho, costillas arqueadas y grupa alargada, cabeza 

grande y fuerte con perfil rectilíneo y orejas pequeñas, redondeadas y con abundante cantidad 

de pelos. Los cuernos fuertes y bien implantados, de color claro en la raíz con tonos más 

oscuros en las puntas; en los machos son gruesos y dirigidos hacia adelante en forma de 

corona, mientras que en las hembras son en forma de lira (retorcidos hacia adelante, hacia 

atrás y arriba). Las extremidades son proporcionales al cuerpo con aplomos sólidos. La cola es 

gruesa, larga y cubierta de pelos que termina en una borla abundante de pelos largos, cuyo 

color está de acuerdo con el color del animal. Una de las particularidades de importancia 

económica en las hembras SM es su facilidad de parto puesto que la expulsión del feto se 

produce con la vaca en posición de pie en el 86 % de los casos, (Velásquez et al., 2005), lo 

cual está relacionado con el pequeño tamaño de sus crías al nacer, factor que favorece la 

rápida recuperación posparto de las hembras y permite, en consecuencia, una acelerada re-

concepción (Martínez, 1999). 

IV.2. CARACTERISTICAS DE LA RAZA CEBÚ BRAHMAN (CB) 

El toro Cebú Brahman (figura 2), se originó en el estado de Texas (Estados Unidos) y es el 

resultado del cruce con razas de origen Hindú, como Nelore, Guzerá, Red Sindi sobre Hereford 

principalmente. Llegó a Colombia hacia el año 1913, su biotipo varía entre el gris y el rojo. El 

Brahman en su gran mayoría posee piel oscura, es un animal de buen tamaño, cabeza ancha, 

perfil recto, cuello corto y grueso, con barbilla desarrollada. Sus orejas son de tamaño mediano, 

las costillas arqueadas y separadas entre sí, pecho profundo y ancho. El tronco es cilíndrico, 

con caderas amplias y musculosas, el anca es inclinada y la inserción de la cola es suave 

(AsoCebú, 2008).  
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Figura 2. Toro reproductor de la raza Cebú Brahman. 

Por sus grandes bondades, el CB ha sido catalogado como la raza para carne por excelencia 

en términos de precocidad, productividad, calidad de la canal, ganancia diaria de peso y 

rentabilidad. En líneas generales, el CB es ideal para la producción cárnica en países tropicales 

y se ha constituido incluso en opción válida para la producción de leche dentro de ciertos 

sistemas de doble propósito, al cruzarlo con razas especializadas. 

Actualmente el CB es la base de la ganadería Colombiana, tanto en los sistemas productivos 

de doble propósito como en los definidos para carne. El CB constituye el 95% del inventario 

nacional del ganado Cebú (AsoCebú, 2010). 

IV.3. ESTUDIOS COMPARATIVOS DEL GANADO SAN MARTINERO Y EL CEBÚ. 

Los estudios realizados en el ganado San Martinero (SM) se han dirigido a su caracterización 

fisiológica, la respuesta reproductiva, la respuesta al estrés climático, comparados con el 

comportamiento de otras razas, además de los estudios etológicos, con el propósito de evaluar 

sus bondades o defectos en este medio tropical bajo y húmedo. Los estudios en el área de la 

reproducción han evidenciado que las novillas de raza SM  obtienen su primer parto a una edad 

promedio de 40.4 meses (Onofre, 2012) y la raza Cebú Brahman (CB) a los 45.4 meses. El 

promedio general del intervalo entre partos para el SM es de 14.8 meses (Onofre, 2012), valor 

inferior al reportado para la región y para el CB (18 y 17.3 meses respectivamente), (Martínez 

1995 y Hernández, 1981). De otra parte, se evidenció mejor calidad espermática y mayor 

porcentaje de fertilidad en el toro SM que en el CB, bajo condiciones del trópico bajo 

(Velásquez, 1999, Informe Final CRIA, Corpoica 2010). 
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Los estudios realizados sobre el efecto del medio ambiente climático en la reproducción del 

macho y la hembra bovina (Figura 3), publicados en las memorias del III congreso 

Iberomericano de razas criollas por Velásquez et al. (1996), evidenciaron algunas ventajas 

comparativas sobre el ganado CB. En el toro adulto SM se evidenció un buen control de la 

temperatura corporal bajo condiciones de radiación solar directa (Velásquez 1999). El principal 

mecanismo de control de la temperatura en este caso fue el incremento de la frecuencia 

respiratoria a nivel superficial, por lo que posiblemente no esté alterando el estatus ácido 

básico.  

Por el contrario, en el CB, su proceso de termorregulación involucra la piel, que contiene gran 

cantidad de glándulas sudoríparas (Hansen 2004, Martínez 1999). 

 

Figura 3. Área experimental del laboratorio de campo de bioclimatología del Centro de 
Investigaciones de Corpoica, C.I. La Libertad. 

IV.4. PROCESOS DE FECUNDACIÓN Y DESARROLLO EMBRIONARIO 

Para la comprensión de los pasos que se suceden en los procesos de fecundación y desarrollo 

embrionario involucrados en el estudio es importante el entendimiento de algunos conceptos 

relacionados con el gameto femenino y masculino. 

IV.4.1. OVOCITO MAMÍFERO 

El ovocito es el gameto femenino, considerado como la célula germinal haploide de los 

mamíferos y la célula de mayor tamaño del organismo, que al momento de ser ovulado 

naturalmente, adquiere la capacidad para ser fecundado en el oviducto (Sirad, 2011). Para el 

estudio de la capacidad fecundante y desarrollo embrionario, en donde se involucra el ovocito, 
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se deben entender los eventos más relevantes desde su inicio en la vida embrionaria y su 

crecimiento, hasta su maduración nuclear y citoplasmática (Hulinska et al., 2011). La formación 

de ovocitos se inicia en la vida embrionaria, con las células germinales o primordiales, a partir 

de células indiferenciadas, que se multiplican mitóticamente, para formar ovogonias que luego 

sufren división meiótica y se convierten en células haploides capaces de ser fecundadas 

(Baker, 1982). 

La meiosis se detiene dos veces, al momento del nacimiento y al momento de la ovulación, y 

se reactiva y completa al producirse la fecundación. En el momento del nacimiento, la hembra 

cuenta con una carga de 200.000 a 500.000 ovocitos primarios (incluidos en los folículos 

primordiales) que sufren una primera detención o arresto meiótico en estado dictiotene de la 

profase I, el cual es mantenido por varios factores entre los que se ha identificado al adenosin 

monofosfato cíclico (AMPc). En este estado, el ovocito se caracteriza por la presencia de un 

núcleo prominente que recibe el nombre de vesícula germinal (GV) (Eddy 1981), que 

permanecerá hasta que por influencia hormonal se reactive la meiosis y pueda completar el 

proceso de maduración y estar apto para ser fecundado. En este sentido, la maduración de los 

ovocitos en los mamíferos comprende dos etapas: un primer periodo de crecimiento y un 

periodo final de preparación o maduración nuclear y citoplasmática. 

Durante el período de crecimiento, el ovocito aumentado de tamaño no tiene todavía la 

capacidad de sintetizar las proteínas necesarias para la reactivación de la meiosis. En la vaca, 

el ovocito termina su crecimiento con un diámetro aproximado de 145 - 150µm (Motlik y Fulka, 

1986), y a partir de este momento adquiere la capacidad de reanudar la meiosis. 

En cultivos in vitro, es importante seleccionar el tamaño de los ovocitos para garantizar que 

éstos puedan alcanzar la madurez. Sato et al. (1990) demostraron que los ovocitos con 

diámetro menor de 120 µm presentaron un gran porcentaje de maduración incompleta. La 

capacidad de alcanzar la etapa de ruptura de la vesícula germinal (GVBD) y llegar a metafase I 

es adquirida en las etapas iniciales de desarrollo, pero la habilidad de progresar a metafase II 

es adquirida en estados tardíos. La falla de los ovocitos pequeños para alcanzar la maduración 

puede deberse a la ausencia o insuficiencia de factores citoplasmáticos o nucleares requeridos 

para tal proceso, y que deben encontrarse en el citoplasma o núcleo (Sato et al., 1988). 

El período de maduración nuclear incluye la progresión desde el estado de dictiato hasta la 

metafase de la segunda división meiótica. La descarga de LH, producida pocas horas antes de 
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la ovulación e inducida por el propio ovocito, (Hyttel et al., 1989), activa de nuevo la meiosis, 

hecho que se observa por la ruptura de la vesícula germinal (GVBD) desencadenando las 

distintas fases meióticas, hasta que tras la extrusión del primer corpúsculo polar (CP) se vuelve 

a detener la meiosis en la metafase de la II división, coincidiendo con la ovulación. 

La maduración citoplasmática incluye transformación de las mitocondrias (Thibault et al., 1987), 

gránulos corticales y retículo endoplasmático liso y rugoso (Hyttel et al., 1989), que preparan al 

ovocito para ser competente en el bloqueo de la polispermia y de igual manera se produce 

síntesis de nuevas proteínas, como el factor del crecimiento del pronúcleo masculino (MPGF) y 

el factor promotor de la maduración (MPF). Además de estos eventos, se produce también 

mucificación y expansión del cumulus que rodea al ovocito y una pérdida del número de las 

uniones intercelulares, entre las células granulosas, y entre éstas y el ovocito, lo que origina 

una interrupción en el transporte iónico entre cumulus y ovocito (Thibault et al., 1987). 

El ovocito maduro está conformado por el ooplasma o citoplasma que contiene las estructuras 

de las células eucariotas: núcleo con su ADN, mitocondrias y retículo endoplasmático liso y 

rugoso con su propia membrana plasmática u oolema que se encuentra rodeado por la zona 

pelúcida (ZP). 

La ZP se conforma como una matriz extracelular transparente desde los estados iniciales de 

foliculogénesis, que interviene en la interacción ovocito/espermatozoide (Brewis y Wong 1999), 

la unión a los espermatozoides capacitados, la inducción de la reacción acrosómica (Florman y 

Storey, 1982), la protección del ovocito hasta la implantación temprana del embrión (Yonezawa 

et al., 2001), el bloqueo de la polispermia (Yanagimachi, 1988, 1994), la penetración 

heteróloga, la protección del embrión en sus etapas iniciales de desarrollo, la prevención de su 

adhesión anticipada al endometrio y la transmisión de señales iniciales entre el embrión y la 

madre, entre otros (Wassarman et al., 1999). La ZP y las extensiones citoplasmáticas que la 

atraviesan para mantener la comunicación intracelular por uniones tipo gap, se forman al 

finalizar la etapa de folículo primario, por síntesis de glicoproteínas desde el ovocito, desde las 

células del cumulus o desde ambos dependiendo de la especie.  

La ZP en mamíferos está constituida por cuatro glicoproteínas altamente glicosiladas, llamadas 

ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (Wassarman, 1988, Lefievre et al., 2004, Stetson et al., 2012) nombradas 

en orden, según el tamaño de los cDNAs que codifican estos polipéptidos (Yonezawa et al., 

2001). Estudios realizados por Izquierdo-Rico et al. (2009) encontraron que la matriz de la ZP 
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de hámster también se compone de cuatro glicoproteínas. En cerdas y vacas está presente 

ZP4 pero no ZP1 (Goudet et al., 2008). El grosor de la zona pelúcida, varía según la especie: 

5µm en ratón, 13-16 µm en el cerdo, 20µm en la especie humana y 27µm en la vaca (Pelletier 

et al., 2004) 

En la mayoría de las especies, la adhesión de los espermatozoides a la zona pelúcida, está 

mediada por oligosacáridos de las glicoproteínas de la ZP (Sinowatz et al., 2001). 

Velásquez et al. (2007) demostraron que la interacción espermatozoide-ZP es un proceso 

dependiente de carbohidratos, mediado entre otros por el ácido siálico, con unión a 2,3 a N-

acetil-lactosamina, contenida en las glicoproteínas de la ZP de ovocitos de vaca. El efecto 

observado al emplear el inhibidor de sialidasa sugiere la presencia de esta enzima en los 

gránulos corticales y su participación en el mecanismo de bloqueo de la polispermia.  

El ovocito y el folículo preovulatorio sufren cambios probablemente iniciados por el pico de la 

hormona luteinizante (LH). En la vaca, la ovulación ocurre unas 24 horas después del pico de la 

LH y en este periodo de tiempo, completa su maduración, tanto nuclear como citoplásmica 

(Hyttel et al., 1986, 1989). 

Después de la ovulación, el ovocito en estadio de metafase II sale al oviducto y es transportado 

por las células oviductales hasta el lugar de la fecundación, donde esperará la llegada de los 

espermatozoides. La meiosis sólo se reanudará si se produce la fecundación, liberándose en 

ese momento el segundo corpúsculo polar (CP) como señal de haber terminado 

completamente las dos divisiones del proceso meiótico. 

Después de la ovulación, los espermatozoides parecen liberarse gradualmente del cérvix y del 

istmo oviductal de manera regulada y llegan en bajo número al sitio de la fecundación (Hunter, 

1996). Este fenómeno ha sido considerado como un mecanismo para reducir el riesgo de 

polispermia (Chian y Sirard, 1995, Coy y Avilés, 2010) 

Cada una de las partes del oviducto cumple una función fisiológica: Las fimbrias y el infundíbulo 

se encargan del transporte del ovocito después de la ovulación, en la ampolla se produce la 

fecundación y en el istmo se depositan los espermatozoides y transportan gametos y 

embriones (Hunter 1984). 
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IV.4.2. SEMEN DE MAMÍFEROS 

Esta compleja suspensión está formada por los espermatozoides y el plasma seminal que los 

transporta. Contiene secreciones de los órganos accesorios del aparato reproductivo masculino 

(vesículas seminales, próstata, glándulas bulbo uretrales). El volumen eyaculado varía por 

diversos aspectos, tales como especie, raza, edad, individuo, estado fisiológico, frecuencia de 

eyaculados, métodos de recolección, alimentación, sanidad y factores medio ambientales. En 

toros el eyaculado puede ir de 1-15 cc, con un promedio de 4-6 cc, con una concentración 

aproximada de 800-2000 millones espermatozoides/mL, un pH de 6.4 a 7.8 y una 

concentración de proteína de 6.8 gr/100 ml (Hafez 2002). La mezcla de espermatozoides con el 

plasma seminal le confiere al semen eyaculado una consistencia densa, cremosa y un color 

blanquecino o ligeramente amarillento. Estos parámetros se asocian con la concentración de 

espermatozoides (Barth et al., 2000).  

El semen contiene entre otros compuestos como fructosa, sorbitol, ácido cítrico, sodio, potasio, 

calcio, magnesio y glicerolfosforilcolina. Las características de su composición varían de una 

especie a otra, incluso existe una variabilidad muy grande entre individuos de la misma especie 

y entre eyaculados del mismo animal (Hidalgo et al., 1995). Esta heterogeneidad funcional, que 

afecta al espermatozoide y que se presenta entre individuos, eyaculados y población de 

espermatozoides eyaculados, puede ocasionarse por diferencias intercelulares durante la 

espermiogénesis, por el proceso de maduración dentro del epidídimo, (donde se afecta su 

membrana espermática), e incluso como respuesta al medio ambiente (Holt y Van Look, 2004)  

IV.4.2.1. Espermatozoide mamífero 

El espermatozoide es una célula haploide terminal, que carece de retículo endoplasmático 

rugoso, por lo que es incapaz de tener procesos de transcripción y traducción. Deben sobrevivir 

en el tracto reproductivo femenino sin el beneficio de los mecanismos de reparación que tienen 

muchas otras células y su viabilidad decrece sustancialmente al poco tiempo de haber sido 

eyaculado. Se altera durante procesos como la criopreservación, donde se puede producir un 

daño irreversible a las membranas plasmáticas, causando ya sea la muerte celular o cambios 

parecidos a los que se ven durante la capacitación espermática, lo que dificulta o altera su 

capacidad para interactuar con el ovocito durante la fecundación (Cormier et al., 1997, 2003). 

Su función principal es el transporte del genoma nuclear y fecundar el ovocito (Hammerstedt et 

al., 1990). 
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Durante su vida, el espermatozoide enfrenta cambios considerables en su entorno, desde el 

momento de su formación, proceso de maduración, eyaculación, ingreso al tracto reproductivo 

femenino y fecundación. El espermatozoide interactúa con su medio ambiente inmediato y la 

membrana plasmática sirve como una doble vía de comunicación (Leahy y Gadella, 2011). 

Los espermatozoides de los mamíferos son células alargadas que constan de cabeza y cola 

(Yanagimachi, 1994) (figura 4). Sus principales componentes químicos, son ácidos nucleicos, 

proteínas y lípidos. 

 

Figura 4. Estructura del espermatozoide mamífero (Tomado de Hafez, 2002). 

La cabeza está conformada por lipoproteínas, contiene el núcleo de forma ovalada y aplanado, 

en cuyo interior se encuentra el material genético, ácido desoxirribonucleico, dispuesto a 

manera de cromatina altamente compacta y proteínas básicas llamadas histonas espermáticas 

y protaminas que son pequeñas histonas de bajo peso molecular, importantes en la 

condensación y estabilización del DNA, las cuales se mantienen unidas por grupos sulfhidrilo 

(Mann y Lutwak-Mann (1981). La parte anterior del núcleo presenta el acrosoma o capuchón 
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cefálico, que cubre más de la mitad del área de la cabeza y núcleo espermático, contiene 

mucopolisacáridos y está conformado por dos membranas, interna y externa, en cuyo interior 

están presentes enzimas hidrolíticas como la acrosina, hialuronidasa e hidrolasas (Jansen et 

al., 2001) y algunas proteasas. El tamaño de la cabeza y forma varían considerablemente entre 

las diferentes especies, siendo su estructura básica la misma en la mayoría de los mamíferos 

(Yanagimachi, 1981).  

La cola está conformada por fosfolípidos, lipoproteínas y enzimas. La principal proteína flagelar 

es la dineína, relacionada con su movimiento. El flagelo se divide en porción media, principal y 

terminal. La zona central de la pieza media, a lo largo de toda la cola, constituye el axonema, 

compuesto por 9 pares externos de microtúbulos, en disposición 9 + 2, rodeados por 9 fibras 

densas. Esta disposición cubierta por mitocondrias, genera la energía necesaria para la 

motilidad espermática, permitiendo un movimiento deslizante que genera ondas curveadas en 

la cola (Hafez, 2002). Los estudios de Moreno y Schatten (2000), sugieren que en el proceso 

de la espermatogénesis las espermátidas se someten a un reordenamiento importante 

microtubular, que induce o permite el movimiento de orgánulos de la célula. Esta configuración 

microtubular nueva se asocia con un aumento en los microtúbulos. La nueva estructura del 

citoesqueleto puede estar asociada con los acontecimientos migratorios que ocurren en la 

diferenciación.  

Las anteriores estructuras se encuentran rodeadas por la membrana plasmática, muy 

permeable, químicamente acidorresistente y conformada por proteínas y lípidos. 

El proceso de formación y maduración de los espermatozoides es largo pero ordenado y ocurre 

en los túbulos seminíferos del testículo. En el toro tiene una duración total de 61 días. 

(Esponda, 1985).  

El espermatozoide mamífero sufre modificaciones morfológicas, bioquímicas y fisiológicas 

inicialmente en el testículo (maduración testicular). Posteriormente cuando los espermatozoides 

de los mamíferos salen del testículo, muestran una morfología altamente especializada, sin 

embargo, todavía no son capaces de fecundar el ovocito. Los espermatozoides adquieren la 

capacidad fecundante durante la maduración epididimaria, que ocurre en el tránsito por el 

epidídimo, largo túbulo contorsionado, que al distenderse mide unos 40 m en el toro. El tiempo 

de tránsito por el mismo es de unos 3 a 16 días según la especie. En el epidídimo adquiere 

factores esenciales (Toshimori, 2003 y Caballero et al., 2010), en sus tres porciones: la cola del 
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epidídimo que actúa además como reservorio de espermatozoides, la cabeza y el cuerpo que 

se encargan de la maduración espermática. Las secreciones de esta estructura contribuyen a 

la adquisición de la motilidad (Tulsian 2006). La habilidad de reconocer y fusionarse con la 

zona pelúcida y oolema del ovocito, y la capacidad de penetración se obtienen sólo después 

del tránsito a través del epidídimo, durante el cual los espermatozoides viajan desde el testículo 

a los conductos deferentes (Moura et al., 2007a) y son necesarias para que finalmente el 

espermatozoide pueda alcanzar la capacidad fecundante (Cooper 2007).  

A su paso por el epidídimo, la estructura de la membrana plasmática es remodelada, tanto a 

nivel de proteínas como de fosfolípidos y localización de dominios del espermatozoide. La 

mayoría de las proteínas testiculares son degradadas por sistemas proteolíticos (Seaton et al., 

2000) y a su vez se integran a la membrana espermática, durante su tránsito, nuevas proteínas 

secretadas por cabeza y cuerpo del epidídimo (Gatti et al., 2004). 

Los mecanismos moleculares exactos que sufren estas células aún no están completamente 

caracterizados, pero los acontecimientos que ocurren modifican la superficie de la membrana 

espermática. Diversos estudios han demostrado que incubando espermatozoides epididimales 

con cultivos primarios de epitelio epididimal se promueve la motilidad espermática y la 

capacidad del espermatozoide de unirse a ovocitos, y que proteínas secretadas andrógeno 

dependientes de las células epididimales pueden estar involucradas en los procesos de 

maduración (Moore y Akhondi 1996). Por otra parte, los estudios de Tulsian (2006) señalan la 

participación de residuos de glicohidrolasa y glicosiltransferasas que añaden residuos de 

azúcares a los gliconjugados existentes. 

El fluido del epidídimo es más complejo de lo que se pensaba anteriormente. Las proteínas 

secretadas por el epidídimo son comunes en las distintas especies y muestran actividad 

enzimática, capaces de controlar los cambios de la superficie de los espermatozoides. Estas 

proteínas están disueltas en compartimientos como vesículas exosomales, estructuras 

membranosas llamadas epididimosomas (Gatti et al., 2004). Estos epididimosomas se fusionan 

con la membrana plasmática del espermatozoide. El epidídimo también activa y degrada 

enzimas presentes en la superficie de los espermatozoides, lo que les permite modificar las 

proteínas en la membrana de los mismos (Marengo, 2008).  

Además en el proceso de maduración funcional espermática, el epidídimo interviene en los 

siguientes procesos: concentración de espermatozoides, almacenamiento de espermatozoides 
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en estado de quiescencia hasta la eyaculación, remoción de espermatozoides degenerados, 

provisión de condiciones apropiadas para la supervivencia de los espermatozoides, protección 

del espermatozoide y mantenimiento de la barrera epididimal sanguínea entre otras (Marengo, 

2008). 

La eliminación de los espermatozoides defectuosos y la degradación de algunos constituyentes 

de las proteínas son procesos controlados por el sistema degradación/reciclaje, conocido como 

el sistema ubiquitina. La ubiquitina es una pequeña proteína formada por 76 aminoácidos, con 

peso molecular de 8,6 kDa, cuya principal función es la proteólisis, marcando otras proteínas 

para su destrucción (Toshimori, 2003). 

Bajo control androgénico, el epitelio epididimal secreta proteínas que pueden interactuar 

secuencialmente con la superficie del espermatozoide. Algunas de las proteínas espermáticas 

adquiridas durante la maduración se comportan como proteínas integrales de la membrana 

(Sullivan et al., 2005). 

IV.4.2.2. Plasma seminal 

El plasma seminal es una mezcla compleja de secreciones de los testículos, epidídimo y 

glándulas sexuales accesorias (vesículas seminales, ampolla, próstata, glándulas bulbo 

uretrales, Figura 5) que sirve de vehículo para transportar el espermatozoide eyaculado y tiene 

funciones de protección al espermatozoide (Mann y Lutwak-Mann, 1981; Manjunath y Therien 

2002).  

El pH del plasma seminal varía desde 6.7 hasta 7.4 en las especies domésticas y tiene el 

potencial para neutralizar el pH ácido vaginal. Durante el apareamiento, el pH aumenta de 4.3 a 

7.2 dentro de los 8 segundos de la llegada del espermatozoide. Adicionalmente el plasma 

seminal contiene inhibidores de la respuesta inmune, que cubren los espermatozoides (Dostal 

et al., 1997) 
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Figura 5. Glándulas sexuales accesorias del toro (Tomado de Hafez, 2002). 

La composición del plasma seminal varía con la especie, según los órganos que surten los 

elementos que lo componen. Los principales componentes, son: agua 75%, iones orgánicos e 

inorgánicos, minerales como Na+ y K+, y en menores cantidades Zn++, (ayuda a la estabilización 

de moléculas y actúa como antimicrobiano), Ca++, (interviene en la capacitación y reacción 

acrosomica), Cu++, Fe++, azúcares como fructosa, prostaglandinas, sorbitol, ácido cítrico, ácido 

ascórbico, péptidos, proteínas con diversas y contrastantes funciones, lípidos (glicerol fosforil 

colina), ácidos grasos, aminoácidos como carnitina, taurina e hipotaurina (proporcionan energía 

y protección contra sustancias oxígeno reactivas), inmunoglobulinas como Ig A, hormonas y 

numerosas enzimas como acrosina, nucleasas y proteasas inhibitorias, (actúan en la digestión 

de espermatozoides muertos y/o dañados y protegen contra sustancias oxígeno reactivas) (Zini 

et al., 1993), Sus componentes le proporcionan energía para abastecer el metabolismo 

aeróbico y anaeróbico de los espermatozoides (Mann y Lutwak-Mann, 1981).  

El plasma seminal puede inhibir y estimular la función del espermatozoide y su fecundación, a 

través de acciones multifuncionales de componentes orgánicos e inorgánicos. Así, el plasma 

seminal ejerce sobre los espermatozoides funciones que se refieren principalmente a nutrición, 

protección, regulación de la motilidad, capacitación de los espermatozoides, reconocimiento y 

unión entre gametos y de una manera indirecta su acción sobre el tracto genital de la hembra, 

produciendo un incremento de las contracciones uterinas, una modulación de la respuesta 

inmune y una relajación del istmo oviductal (Johnson et al., 2000). 
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Por otra parte la manipulación in vitro del espermatozoide para los diferentes procesos de 

reproducción asistida, tales como dilución, enfriamiento, congelación, calentamiento y 

clasificación, sexaje de espermatozoides por citometría de flujo, pueden alterar el plasma 

seminal y modificar la unión de proteínas a la superficie espermática, lo que desestabiliza las 

membranas y puede pre-capacitar el espermatozoide, acortando o reduciendo su duración o 

tiempo de vida fértil. Estos cambios pueden ser reversibles por fracciones del plasma seminal, 

pero las respuestas varían en función del tipo de pre-tratamiento realizado al espermatozoide 

(Maxwell, 2007). 

La composición del plasma seminal es variable entre las diferentes especies, individuos de la 

misma especie, eyaculados del mismo individuo, por efecto del estado fisiológico, por influencia 

del medio ambiente, como ocurre en los países estacionales (Pérez-Pé et al., 2001a), por el 

estado nutricional o por estrés climático. En cerdos, se presentan variaciones en las diferentes 

fracciones de plasma seminal dentro de un mismo eyaculado. Zhu et al. (2000) preincubaron 

espermatozoides con diferentes fracciones del plasma seminal y encontraron diferencias 

(p<0,001) en los porcentajes de penetración in vitro, siendo la primera fracción del eyaculado la 

de mejores resultados frente a las otras fracciones. Estas variaciones posiblemente están 

relacionadas con los diferentes perfiles proteicos de cada fracción del eyaculado. 

La composición definitiva del plasma seminal puede variar a diario; cambia inmediatamente tras 

la eyaculación debido a que algunos componentes plasmáticos se adhieren al espermatozoide 

(Russell, et al., 1984; Shivaji y Scheit, 1990) y a su vez, algunos componentes celulares 

abandonan la célula debido a la gran permeabilidad de su membrana. Además, el plasma 

seminal sufre una rápida proteólisis incluso después de ser separado de las células. Este 

fenómeno de variación en la composición proteica, es evidente en especies con reproducción 

estacional (Pérez-Pé et al., 2001a).  

IV.4.2.3. Eyaculación. 

En el toro, la eyaculación se produce por el estímulo táctil que ejercen sobre el pene la 

temperatura de la vagina y el deslizamiento del moco. El semen es depositado en el extremo 

craneal de la vagina y en el cérvix por varias pulsaciones eyaculatorias del pene. La actividad 

contráctil de la vagina y miometrio es muy importante en el transporte dentro y a lo largo del 

útero, donde los espermatozoides invaden las glándulas endometriales en su camino al 

oviducto donde se le ofrece un ambiente favorable que le permite sobrevivir y formar un 

reservorio. Allí debe sufrir unos cambios (capacitación) que le permiten prepararse para adquirir 
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capacidad fecundante y enfrentarse a otro medio, cuando atraviesa las células del cumulus y 

zona pelúcida del ovocito (Hafez, 2002). 

Durante la eyaculación, el espermatozoide pasa del entorno del epidídimo, con condiciones 

hipertónicas, a las condiciones isotónicas de las secreciones de glándulas sexuales accesorias 

que conforman el plasma seminal y fluidos del tracto genital femenino (Petrunkina et al., 2007). 

Cuando ingresa al tracto reproductivo femenino, los espermatozoides son sometidos a 

esfuerzos físicos durante la eyaculación y las contracciones del tracto genital y debe sostener 

el daño oxidativo. Al ingresar al sistema reproductivo de la hembra, los espermatozoides se 

convierten en organismos antigénicos, por lo que deben también superar el ataque del sistema 

inmune de la hembra (Austin, 1951 y Chang, 1951) 

IV.4.2.4. Calidad espermática  

La valoración de la calidad espermática sigue siendo una de las herramientas de evaluación 

más empleadas en la selección de reproductores. Sin embargo sus resultados expresan el 

potencial reproductivo al momento del análisis ya que su calidad puede cambiar bastante 

rápido dependiendo de fuentes de variación que alteren el proceso de la espermatogénesis 

(Barth et al., 2000; Barth et al., 2003).  

Para la determinación de la calidad espermática se consideran especialmente: la motilidad, 

concentración, morfología y viabilidad. La evaluación de la concentración, motilidad y viabilidad 

espermática es frecuentemente utilizada para valorar la calidad del semen, pero provee 

información limitada acerca del potencial reproductivo de los toros (Hidalgo, 1995). El 

eyaculado del toro debe evaluarse de manera integral, con valoraciones cuantitativas y 

cualitativas. La evaluación de rutina incluye: volumen, concentración, vitalidad espermática, 

motilidad progresiva, morfología, estado e integridad de la membrana plasmática y del 

acrosoma, en razón a que existe relación de estos parámetros con la fecundación real del 

animal (Manjunath et al., 1994b, 2002) 

IV.4.2.4.1. Motilidad 

En la mayoría de las especies, los espermatozoides maduros se mantienen inmóviles en el 

epidídimo hasta que salen durante la eyaculación y se produce la activación de la motilidad, 

donde el flagelo muestra golpes casi simétricos empleados para su propulsión en la trayectoria 

progresiva, casi lineal (Ho et al., 2002). El papel del pH es importante durante la activación del 
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espermatozoide. Un aumento en el pH intracelular se asocia con la adquisición de la motilidad 

progresiva cuando los espermatozoides son liberados de la cola del epidídimo (Caballero-

Campo 2006). 

La motilidad, se considera uno de los parámetros más importantes de valoración de la calidad 

seminal ya que muestra la capacidad de transporte espermático a lo largo del tracto 

reproductivo femenino y tiene incidencia directa en la penetración del ovocito (Yeung, 2000). 

Sin embargo, aunque tiene correlación con la fecundación (Pérez-Garnelo, 2005), la motilidad 

no es sinónimo de capacidad fecundante ya que es indispensable la funcionalidad de otras 

estructuras espermáticas (acrosoma y membrana espermática) para que el proceso de 

fecundación se lleve a cabo. Además, se ha demostrado que espermatozoides con la 

membrana dañada pueden mostrar buena motilidad (Valcarcel et al., 1994), debido a que 

pierden antes la capacidad de fecundación que el movimiento. Sin embargo hay estudios que 

sugieren que la motilidad es un buen indicador de calidad (Orgal et al., 2011).  

Existen varias técnicas de valoración de la motilidad, pero la más utilizada y a la vez la más 

simple, pero subjetiva, es la valoración visual para la motilidad masal e individual (Barth, 2003). 

Existen métodos más objetivos, que evalúan con gran precisión la calidad seminal, tales como 

CASA (Computer Assisted Motility Analysis), sistema computarizado de medición de imágenes, 

que se basa en la captura sucesiva de espermatozoides en movimiento (Watson, 1990; 

Castellini et al., 2011) y analiza múltiples imágenes digitalizadas mediante cámaras de video, 

haciéndole un seguimiento a las células espermáticas en imágenes sucesivas y estableciendo 

trayectorias definitivas que se procesan matemáticamente y obteniendo así resultados 

numéricos precisos. Los parámetros determinados para cada espermatozoide son la velocidad 

de movimiento sobre la base de varios descriptores, las trayectorias que realizan la cabeza del 

espermatozoide y la frecuencia de los cambios de dirección que efectúa. Actualmente existen 

en el mercado varios tipos de CASA, que capturan el movimiento espermático y lo analizan, 

tanto en tiempo real, como de manera diferida, aportando un gran volumen de información 

(Hidalgo 1995 et al.; Castellini et al., 2011). 

IV.4.2.4.2. Concentración 

Existe gran variabilidad en la concentración espermática de un eyaculado a otro, aun siendo de 

un mismo toro (Franken y Oehhinges, 2012), de ahí la importancia de conocer el número de 

espermatozoides por eyaculado. Este parámetro puede calcularse por métodos de recuento 
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celular con cámara de Bürker, Neubauer o Thoma, y por métodos indirectos como 

espectrofotometría, que mide el espectro de luz monocromática absorbida o dispersa por los 

espermatozoides de una dilución conocida, comparándolo con un patrón establecido. Este 

método se basa en que la concentración espermática está directamente relacionada con la 

absorbancia de la muestra seminal (Gadea, 2002). Así mismo se puede determinar por 

citometría de flujo, que es un método directo más sofisticado que determina el número de 

partículas en un determinado volumen.  

IV.4.2.4.3. Morfología 

La variación morfológica de los espermatozoides se origina durante la espermatogénesis, por 

efecto del genotipo (Gomendio et al., 2000). El éxito de la fecundación está asociada, entre 

otras cosas, a la morfología espermática (Sun et al., 2012, Franken y Oehhinges, 2012), la cual 

es un indicador de gran importancia en la evaluación de la calidad espermática.  

Para determinar la morfología se establece la proporción de espermatozoides anormales en el 

extendido del eyaculado, clasificando esta anormalidad según se presente en la cabeza, cola y 

presencia de gota citoplasmática (Bonet y Briz, 1991). La presencia de altos porcentajes de 

espermatozoides con gota citoplásmica se ha asociado a la inmadurez sexual en toros, aunque 

no pueden excluirse procesos degenerativos, que comprometen la capacidad fecundante. Esta 

anormalidad desaparece cuando los toros alcanzan la madurez sexual (Amann et al., 2000). 

La determinación de morfoanomalías es un carácter compensable dentro de la evaluación 

reproductiva, cuando no son generalizadas. Se acepta máximo un 20% de morfoanomalías 

(Pérez-Garnelo, 2005). 

En la actualidad, se pueden emplear análisis automatizados para identificar subpoblaciones de 

un eyaculado total (Pérez-Pé, 2002), que permiten determinar la morfología espermática de 

una manera más exacta y en especial siguiendo un procedimiento reproducible que va a 

permitir comparar eyaculados y fecundación en los toros de manera más fiable (Marnet et al., 

2000). 

IV.4.2.4.4. Viabilidad espermática  

Determina la proporción de espermatozoides vivos y muertos. La integridad de la membrana 

plasmática está asociada con la viabilidad celular (Flesch et al., 2000). Este es un aspecto muy 

importante a tener en cuenta, en especial si se trata de semen que ha sido criopreservado y 
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descongelado para procesos de fecundación in vivo o in vitro ya que durante estos procesos se 

altera fácilmente la membrana plasmática y acrosomal, con cambios en su organización, 

permeabilidad y composición lipídica (Hidalgo et al., 1995). 

Para la valoración de la membrana se emplean reactivos fluorescentes de contraste, 

fluorocromos como el DCF (Diacetato de fluoresceína) en combinación con Ioduro de propidio, 

donde el DCF penetra en el espermatozoide intacto, dando fluorescencia verde por toda la 

membrana y el ioduro de propidio penetra únicamente en los espermatozoides con la 

membrana dañada, uniéndose al DNA y dándoles una intensa fluorescencia roja (Harrison y 

Vickers, 1990). El Bromuro de etidio o el Hoechst 33258 tiñen el DNA del núcleo. En este caso 

la evaluación morfológica de la integridad de la membrana plasmática se realiza usando la 

óptica de contraste de fases y las tinciones supravitales, como el verde rápido/eosina o azul de 

tripán/Giemsa, entre otros. 

IV.4.2.4.5. Integridad o estado del acrosoma. 

Tinciones como Giemsa, eosina-nigrosina, tinciones dobles y triples, basadas en la 

combinación del azul de tripán con otros colorantes y anticuerpos acrosomales específicos, 

marcados con fluoresceína, permiten evaluar el estado del acrosoma. El uso de la microscopia 

óptica de contraste de fases (100x-1000x), previa fijación con Glutaraldehido además de 

evaluar la integridad del acrosoma sirve para determinar morfo-anomalías espermáticas. 

IV.4.2.4.6. Efectos de la variación climática sobre la calidad espermática 

El estrés calórico tiene grandes efectos sobre la reproducción, tales como interrupción de la 

espermiogénesis, alteración del desarrollo ovocitario, maduración del ovocito y del desarrollo 

embrionario temprano en sus etapas iniciales, así como del desarrollo placental, fetal y el 

proceso de lactación. Estos efectos nocivos son el resultado de ajustes fisiológicos hechos por 

el animal para regular su temperatura corporal ante situaciones de estrés calórico. Uno de los 

efectos del estrés calórico sobre los gametos y las etapas iniciales del desarrollo embrionario 

es el incremento de la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS). Cambios drásticos 

de temperatura pueden causar hasta la muerte del animal por alteración en la estructura 

proteica. Sin embargo es posible la adaptación genética al estrés calórico, respecto a 

regulación de la temperatura corporal y resistencia celular a elevadas temperaturas (Hansen, 

2009). El estrés calórico puede causar interrupción en los procesos reproductivos a través de 

dos mecanismos: primero, cambios homeocinéticos que regulan la temperatura corporal y que 
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pueden comprometer la función reproductiva. Uno de los mecanismos de defensa del 

organismo contra el estrés calórico es reducir el consumo de alimento, lo que conlleva a una 

reducción en la producción metabólica de calor, e igualmente a cambios en el balance 

energético y en la disponibilidad de nutrientes, que pueden tener grandes efectos sobre la 

ciclicidad reproductiva, el establecimiento de la preñez y el desarrollo fetal.  

En el macho, la presencia de los testículos suspendidos en el escroto, fuera de la cavidad 

abdominal y el intrincado sistema de termorregulación del plexo pampiniforme, permiten 

mantener la temperatura del testículo más baja que la temperatura corporal y son requisito 

necesario para mantener la espermiogénesis y minimizar las mutaciones del DNA. Sin 

embargo, las bajas temperaturas no son absolutamente necesarias para mantener la 

espermiogénesis, como sucede en los pájaros. El estrés oxidativo es la mayor causa de daño 

térmico de las células espermáticas, que conlleva a apoptosis y ruptura de las cadenas de DNA 

(Pérez-Crespo et al., 2008). 

Cambios estacionales en la composición del semen del carnero están acompañados con 

cambios en la concentración espermática de los eyaculados y en la fecundación o en la 

congelabilidad del semen. Los contenidos de proteína en el plasma seminal varían con el 

cambio de estación, así como el mantenimiento de la motilidad espermática, volumen seminal, 

y número de espermatozoides.  

En la época de monta de carneros, (enero a junio) se detectaron varias bandas de proteínas de 

20 a 70 kDa., cuya concentración disminuyó en la época de descanso sexual 36.9 mg /ml vs. 

23.0 mg /ml (PÒ0.001) y se observ· una reducci·n en la velocidad congelación-descongelación. 

Estas proteínas que se adsorben a la superficie del espermatozoide han sido reportadas como 

beneficiosas sobre la viabilidad del espermatozoide después del tratamiento del choque-frío 

(Paula-Lopes, 2003). 

Por otra parte, hay indicios de que el desarrollo del embrión resultante puede ser reducido si la 

fecundación es realizada por un espermatozoide expuesto al choque de calor (Paula-Lopes et 

al., 2003). 

Las características seminales no son inmediatamente afectadas. En el toro, donde la 

espermatogénesis tarda 61 días, las alteraciones en el semen se evidencian dos semanas 

después del estrés calórico y no retorna a la normalidad hasta 8 semanas o más después de 

haberlo sufrido. Chacur et al. (2011) en su estudio de la influencia de la estación verano e 
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invierno sobre las proteínas del plasma, señala un cambio significativo sobre la composición y 

porcentajes de bandas proteicas. 

El estrés causa hipertermia en escroto y testículos, lo que altera severamente la calidad 

morfológica y funcional del espermatozoide (Hansen, 1997), ocasionando deterioro de la 

fecundación en los meses de mayor calor. 

La Falci et al. (2002) investigaron los cambios estacionales en proteínas del plasma seminal en 

ganado caprino y encontraron importantes diferencias en la afinidad de algunas proteínas a la 

heparina. En este mismo estudio se evidenció la presencia de una banda de proteína de 178 

kDa, solo en la estación de monta; así mismo se observó una disminución de una banda de 

proteínas de 199 kDa y un incremento en las bandas de proteínas del rango de 73 a 104 kDa. 

Las proteínas ligadas a la heparina mostraron actividad fosfolipasa A2 (PLA2), que fue 4.4 

veces mayor en la estación de no monta que en la de monta. Los sitios de unión para HAP 

(heparin-affinity proteins, proteínas afines a la heparina), fueron identificados en la superficie 

del espermatozoide, particularmente en la pieza media.  

Estos resultados indican que las proteínas del plasma seminal de machos cabríos están bajo 

control estacional y asociadas con la función espermática durante las estaciones de 

apareamiento y no apareamiento.  

En la hembra, el estrés calórico también altera la funcionalidad del ovocito, el crecimiento 

folicular y la expresión génica (Roth y Hansen  2004). Otro efecto que se presenta es la 

disminución en la secreción de LH (Wise et al., 1988) e incremento en la secreción de FSH por 

disminución de la circulación de inhibina, lo cual incrementa la presencia de folículos pequeños 

y medianos (Roth y Hansen  2004).  

Los daños ocasionados al ovocito durante el período preovulatorio por el shock calórico 

producen la generación de especies reactivas de oxigeno (Roth et al., 2001). La apoptosis 

ocurre en un 15-30% de ovocitos expuestos a elevadas temperaturas. De igual manera, la 

preimplantación embrionaria es susceptible al estrés calórico maternal, pero la susceptibilidad 

declina en la media que aumenta el desarrollo.  

Las diversas respuestas al estrés calórico, como la variación alélica de genes que controlan la 

regulación de la temperatura corporal y resistencia al calor, han resultado en la existencia de 

razas genéticamente más resistentes a tolerarlo (Hansen, 2009). 



Revisión bibliográfica  

  39  

 

IV.4.3. INTERACCIÓN ESPERMATOZOIDE-OVOCITO 

IV.4.3.1. Transporte y almacenamiento de gametos a través del oviducto 

Los espermatozoides después de depositados en la vagina de la vaca, viajan rápidamente y en 

15 o 20 minutos ya se encuentran en el oviducto; esta es la fase de transporte rápido. El 

oviducto juega un papel primordial en la reproducción de mamíferos domésticos, no sólo 

participa en el transporte del ovocito y el espermatozoide al sitio de la fecundación, sino que 

también proporciona el microambiente para el proceso de fecundación y etapas iniciales del 

desarrollo embrionario. En la fase de transporte lenta, el espermatozoide tarda mínimo 6-12 

horas, donde se prepara para fecundar el ovocito. En esta fase es cuando se conforma un 

reservorio de espermatozoides, principalmente en el istmo hasta el momento de la ovulación 

(Hunter y Wilmut, 1983; Katz et al., 1989; Bosch y Wright 2005). 

La migración de los espermatozoides en el tracto genital femenino parece estar fuertemente 

influenciada por las secreciones viscosas de glicoproteínas, que se acumulan en el istmo del 

oviducto antes de la ovulación, así como el entorno generado en el ampolla, por la suspensión 

post-ovulatoria del ovocito, células del cumulus y espermatozoides, líquidos foliculares y 

peritoneal (Hunter et al., 2011) 

El reservorio de espermatozoides en el istmo oviductal cumple varias funciones importantes, 

como la pérdida de los factores decapacitantes como muco polisacáridos y proteínas, que 

habían aportado las glándulas sexuales accesorias, iniciándose así el proceso de la 

capacitación, en el cual el espermatozoide adquiere el potencial para hiperactivarse y para 

lograr la reacción acrosomal (Olivera et al., 2006), contribuye además a evitar la polispermia, al 

permitir la retención efectiva de gametos masculinos en esta región, evita un exceso de 

espermatozoides en la ampolla y en la unión istmo-ampular, que son los sitios de la 

fecundación, selecciona los espermatozoides por calidad, permite la capacitación espermática 

y mantiene la viabilidad espermática entre otros (Waberski et al., 2006). 

Se ha demostrado que los espermatozoides de toros pueden mantener su capacidad 

fecundante por más de 48 horas (in vitro) siempre y cuando permanezcan unidos por su 

porción rostral del acrosoma al endosalpinx, lo que no ocurre si se unen a otros. La 

permanencia del espermatozoide en el reservorio oviductal de la vaca es de 18-20 horas 

(Hunter, 1984). 
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El fluido oviductal representa el medio acuoso en el cual se transportan los gametos femenino, 

masculino y los embriones durante su tránsito al oviducto (Leese, 1988; Burkman et al., 1984). 

Secreciones de glicoproteínas viscosas que se acumulan en el istmo del oviducto antes de la 

ovulación son importantes para el tránsito y avance del espermatozoide. La viscosidad de todos 

los fluidos del tracto reproductivo responde a variaciones cíclicas en la temperatura que ocurren 

en el oviducto cerca del momento de la ovulación (Hunter et al., 2011). 

En la formación del reservorio de espermatozoides a nivel oviductal influyen varios factores, 

tales como, diferencias regionales en la composición del fluido oviductal, o la existencia de un 

gradiente de temperatura a lo largo del oviducto (Nichol et al., 1992). Estas variaciones de 

temperatura pueden reflejar diferencias regionales en el flujo vascular y linfático, que a su vez 

puede afectar la composición del fluido oviductal. Aunque de baja magnitud, estas diferencias 

de temperatura entre la ampolla y el istmo inhiben directa o indirectamente la motilidad del 

espermatozoide y contribuyen a la formación de un depósito de espermatozoides (Hunter y 

Nichol, 1986). 

Después de la ovulación, los espermatozoides se liberan gradualmente desde el depósito en el 

istmo caudal y ascienden a la ampolla, asegurando la monospermia. Cambios ocurridos en la 

capacitación parecen ser responsables de la liberación de los espermatozoides del epitelio 

oviductal (Revah et al., 2000). 

La heparina es un eficaz inductor de la liberación de los espermatozoides in vitro (Bosch et al., 

2001; Pacey et al., 1995). Por otra parte, una de las características más llamativas de la 

anatomía vascular del tracto reproductivo femenino en los rumiantes y la especie porcina es la 

estrecha aposición y el contacto intenso entre los vasos ováricos y uterinos, de tal forma que 

sustancias reguladoras de bajo peso molecular, tales como las hormonas, pueden pasar de la 

vena a la arteria y viceversa, sin necesidad de conexiones directas vasculares, de esta manera 

puede ser establecida, una comunicación bidireccional entre el ovario y el útero. 

La existencia de una transmisión local contra corriente de las hormonas gonadales de la vena 

ovárica a la arteria ovárica ha llevado a la hipótesis de la regulación endocrina por parte del 

ovario en el ascenso de los espermatozoides al sitio de la fecundación (Hunter, 1996).  

A través de este mecanismo, relativamente altas concentraciones de hormonas ováricas 

pueden llegar a la pared del oviducto, en comparación con los niveles sistémicos. Esteroides 
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gonadales pueden coordinar el transporte de gametos en el sitio de la fecundación, cambiando 

la composición y las propiedades físicas del fluido oviductal y el moco, la tensión de gas, el 

número de sitios de unión de los espermatozoides y el patrón de actividad contráctil (Hunter, 

1996). 

Mientras que el estrógeno puede aumentar el número de espermatozoides unidos al epitelio del 

oviducto, la progesterona produce el efecto contrario (Suárez et al., 1991). En el toro, ni el 

estado hormonal de la hembra, ni la región del oviducto parecen afectar el número de 

espermatozoides unidos a los explantes oviductales in vitro (Lefebvre et al., 1995; Suárez et al., 

1991). 

El transporte de los espermatozoides en el tracto reproductivo femenino y la penetración 

espermática en las membranas que rodean los ovocitos dependerán en gran medida de la 

motilidad espermática. Por otra parte, la motilidad parece ser una condición previa para la 

fijación de espermatozoides a células del epitelio oviductal (OEC), de tal manera, que 

espermatozoides muertos no pueden interactuar con OEC (Lefebvre et al., 1997). 

Aparentemente los espermatozoides liberados del depósito oviductal tienen más probabilidades 

de fecundar un ovocito. Tal vez la función básica de almacenamiento de espermatozoides es 

garantizar el éxito de la unión de los gametos masculino y femenino en el oviducto, mediante el 

mantenimiento de la viabilidad espermática y su capacidad fecundante (Pollard et al., 1991). El 

establecimiento de esta reserva parece ser una condición importante para una fecundación 

exitosa. En las yeguas y otras hembras con celo extenso, el almacenamiento prolongado de 

espermatozoides en el oviducto es necesario, porque la fecundación puede ocurrir varios días 

después del apareamiento.  

En mamíferos, sólo después de la capacitación, el espermatozoide interactúa con los ovocitos. 

Al sufrir la reacción acrosómica, quedan expuestos los receptores/ligandos localizados en la 

membrana acrosomal interna del espermatozoide, los cuales interactúan con los 

receptores/ligandos del ovocito y sólo entonces, el espermatozoide puede reconocer y penetrar 

en el ovocito (Thérien et al., 1997).  

IV.4.3.2. Capacitación  

El espermatozoide testicular es inmóvil e incompetente para fecundar y adquiere la motilidad 

durante la maduración epididimal y la habilidad fecundante durante la capacitación (Jha, 2003). 
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Este complejo proceso fue descrito por primera vez, de forma independiente, por Austin (1951) 

y Chang (1951) y comprende una compleja serie de modificaciones moleculares, bioquímicas y 

ultraestructurales de la membrana plasmática, las cuales ocurren en el tracto reproductivo 

femenino antes de adquirir la capacidad de fecundar el ovocito. El moco cervical presenta una 

barrera a los espermatozoides por lo que no pueden nadar correctamente. La presencia de 

espermatozoides en la vagina estimula la migración de leucocitos, especialmente neutrófilos y 

macrófagos, en el cuello uterino (Hunter y Wilmut 1983; Pollard et al., 1991).  

La capacitación es inducida por la interacción entre glicosaminoglicanos, secretados por el 

tracto reproductivo de la hembra como la heparina y el plasma seminal, donde proteínas como 

la PDC-109, se localizan en la superficie del espermatozoide (Reckova, 2008). La capacitación, 

se caracteriza por la salida de colesterol de la membrana y el ingreso de Ca++ y HCO3- al 

citosol. Es un proceso reversible, que consta de varios pasos y que induce cambios en la 

superficie de la cabeza del espermatozoide, los cuales son responsables de la reducción de 

afinidad al epitelio oviductal, a pesar de la atracción producida por la hiperactivación, lo que 

acelera el desprendimiento de los espermatozoides del epitelio. Esto puede ser explicado por la 

pérdida de la proteína plasmática al momento de la eyaculación, durante la capacitación 

inducida por la heparina (Gwathmey et al., 2003).  

También, durante la capacitación se incrementa la permeabilidad de la membrana plasmática a 

los iones como el calcio, se presentan cambios en la composición de lípidos de la misma, y un 

incremento intracelular del pH; igualmente, se presenta una redistribución de las proteínas de la 

superficie celular, se incrementa la motilidad espermática y la actividad del AMP cíclico, así 

como también se incrementa la fosforilación de los residuos de tirosina de la proteína (Visconti 

et al., 2002; Baldi et al., 2002). Estas modificaciones le confieren a los espermatozoides la 

capacidad de adherirse a la zona pelúcida, completar la reacción acrosómica e iniciar la fusión 

con el ovocito (Thérien et al., 1998).  

La capacitación espermática y una buena motilidad, junto con un acrosoma intacto, se 

consideraban hasta hace poco las condiciones necesarias para una fecundación exitosa. Sin 

embargo, estudios recientes han puesto en duda el lugar donde ocurre la reacción acrosómica, 

indicando que ésta puede ocurrir cuando los espermatozoides atraviesan las células del 

cumulus oophorus, al menos en el ratón (Jin et al., 2011; Bedford et al., 2011). 
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El proceso de criopreservación induce cambios en los espermatozoides similares a los que 

aparecen durante el proceso de capacitación (Cormier et al., 1997). 

En el toro, las principales proteínas del plasma seminal (BSP-A1/A2, BSP-A3 y BSP-30-kDa) 

interactúan específicamente con la heparina y con lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

potenciando la capacitación espermática y estimulando la salida de colesterol y fosfolípidos de 

la membrana espermática. Se conoce además que la salida de los lípidos es dependiente de la 

concentración de las proteínas BSP y de la duración de la incubación in vitro. La pérdida de 

colesterol de la membrana espermática es un importante paso en el proceso de capacitación 

(Manjunath et al., 2002; Smith y Yanagimachi, 1990).  

Debido a que la capacitación ocurre durante el tránsito del espermatozoide a través del tracto 

reproductivo de la hembra, se ha propuesto que existen factores en el oviducto que permiten 

reducir el colesterol contenido en la membrana espermática. Estos estudios muestran que la 

albúmina y las HDL son aceptores del colesterol y muestran alta concentración en el fluido 

oviductal. Las HDL probablemente derivadas del plasma son la única clase de lipoproteínas 

presentes en el fluido folicular y fluido oviductal (Thérien et al., 1997). En las vacas, durante el 

estro, existe un incremento en la concentración de lipoproteínas de alta densidad en el fluido 

del oviducto, y se ha propuesto que sirven como posible aceptor del colesterol proveniente del 

espermatozoide, para promover de esta manera la capacitación y la reacción acrosomal 

(Chang et al., 1976).  

En varias especies se ha demostrado una relación del aumento de la capacitación dependiente 

de la fosforilación de los residuos de tirosina de las proteínas localizadas en el flagelo del 

espermatozoide (Ecroyd et al., 2004). Esta fosforilación se ha implicado en la aparición de la 

hiperactivación de la motilidad, una de las características de la capacitación de los 

espermatozoides (Mahony y Gwathmey, 1999 y Naz y Rajesh 2004), y diferentes 

fosfoproteínas han sido asociadas con el inicio y mantenimiento de la misma (Tulsian et al., 

2007). Adicionalmente contribuye a la unión del espermatozoide a la zona pelúcida, la reacción 

acrosómica, la unión espermatozoide-ovocito y su fusión (Urner y Sakkas 2003). 

Debido que el espermatozoide maduro es una célula altamente especializada, pero no puede 

sintetizar nuevas proteínas, ni producir su fosforilación por cuenta propia, el principal punto de 

esta fosforilación durante la capacitación y la fecundación es el flagelo (Kalab et al., 1998). En 

los toros y otras especies excepto los verracos, parece ser el flagelo la principal parte del 
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espermatozoide en que se presenta fosforilación (Petrunkina et al., 2001 y Asquith et al.,  

2004).  

Otros reguladores importantes en el proceso de capacitación, como el calcio, el colesterol, el 

bicarbonato y las especies oxigeno reactivas fueron identificadas por Aitken et al. (1995a). 

El sitio exacto donde se inicia el proceso de capacitación, varía entre las especies, según sea 

el sitio de deposición del semen. En especies como la bovina en el que el semen se deposita 

en la vagina anterior (Coy et al., 2012), la capacitación comenzará durante la migración de los 

espermatozoides a través del cuello uterino, pero se completa en el oviducto. Parrish et al. 

(1989), reportaron que el oviducto produce un potente factor de capacitación, que está presente 

en el fluido del oviducto. La mayor actividad de este factor se observó en el fluido oviductal 

recogido en época de celo. En conjunto, estos datos sugieren que la capacitación de 

espermatozoides en el oviducto está influenciada por los cambios hormonales asociados con el 

ciclo estral. 

En el oviducto, la capacitación reduce la afinidad de unión de los espermatozoides al epitelio 

oviductal. Como los espermatozoides pierden afinidad por los receptores epiteliales, la 

hiperactivación podría ayudar a sacarlos del epitelio.  

IV.4.3.3. Hiperactivación de la motilidad espermática 

Este proceso es vital para la fecundación y está asociado con la fosforilación de la tirosina en el 

flagelo y se mantiene durante la unión del espermatozoide a la zona pelúcida. Mahony y 

Gwathmey (1999), y Maas et al. (1977) reportaron que el aumento repentino del pH de 7.5 a 

7.8, en la ovulación, que se mantiene durante toda la fase lútea podría ser el principal factor 

para inducir la hiperactivación en el oviducto. 

En el proceso de hiperactivación los movimientos se inician en la pieza media acompañados 

por una elevación del Ca++ que continúan hasta llegar a la pieza principal (Suárez, 2007, Cook 

et al., 1994). La hiperactivación facilita la liberación de los espermatozoides a partir del 

reservorio del oviducto y los impulsa a través del moco en el lumen del oviducto y la matriz de 

la granulosa y del cumulus (Suárez,  2008). Se considera que la hiperactivación es crítica para 

la fecundación (Stauss et al., 1995) porque permite al espermatozoide desprenderse de la 

pared del oviducto, nadar en el lumen del oviducto o penetrar las células del cumulus oophorus 

para alcanzar el ovocito. 
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Los mecanismos moleculares y las vías de transducción de señal para los procesos de 

capacitación y reacción acrosómica han sido parcialmente definidos y parecen implicar 

modificaciones de calcio intracelular y otros iones, transferencia de lípidos y fosfolípidos de la 

membrana de los espermatozoides, remodelación de la membrana plasmática, así como 

cambios en la fosforilación de la proteína (Baldi et al., 2000)  

IV.4.3.4. Reacción acrosómica  

Es el proceso que ocurre posterior a la capacitación, cuando un espermatozoide se encuentra 

cerca del sitio de fecundación o entra en contacto con el cumulus oophorus. Es el mayor evento 

de exocitosis que ocurre en la región apical de la cabeza del espermatozoide, caracterizado por 

múltiples puntos de fusión entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática 

que lo rodea, el cual conlleva una serie de cambios morfológicos en la cabeza del 

espermatozoide (Yanagimachi, 1988) exposición del contenido acrosomal y de su resistente 

membrana acrosomal interna (Yanagimachi, 1994).  

Para que se produzca la exocitosis del acrosoma es necesario un incremento en la 

concentración de Ca2
+ que es movilizado por los espermatozoides que lo extraen del medio 

externo y de los depósitos intracelulares (Yanagimachi, 1994). 

En la mayoría de las especies, la zona pelúcida (ZP) está rodeada por el cumulus oophorus y el 

principal componente de su matriz es el ácido hialurónico. La liberación de hialuronidasa por 

parte del espermatozoide se ha considerado la causa de la digestión de la matriz del cumulus. 

Es posible que los componentes del cumulus sean los responsables de la iniciación de los 

primeros estadios de la reacción acrosómica (RA). Yanagimachi (1981) describió que la 

reacción acrosómica (RA), como se ha demostrado recientemente en el artículo de Jin et al. 

(2011), realiza dos funciones primordiales: la primera es habilitar al espermatozoide para su 

pasaje por la zona pelúcida y la segunda ayudar a la fusión del espermatozoide con el ovocito. 

En el ratón se asume que los polisacáridos de la ZP3 (ZPC) son los responsables de la unión 

con el espermatozoide. En vaca y cerda la ZP3Ŭ o ZP4 son las que se unen a espermatozoides 

(Cánovas et al., 2008). La reacción del acrosoma se produce por la interacción del 

espermatozoide con glúcidos de la proteína ZP3 de la zona pelúcida. Posterior a la interacción 

con la ZP3, ocurre la liberación de varias enzimas acrosómicas y otros componentes como 

glicoproteínas secretadas por el retículo endoplásmico y aparato de Golgi, que son las enzimas 
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que facilitan la penetración de la zona pelúcida, lo que permite la fusión de la membrana del 

espermatozoide con el oolema del ovocito.  

La reacción acrosomal (RA) puede ser inducida in vitro en el toro por la exposición a 

glicosaminoglicanos (GAGs) tales como la heparina (Januskauskas et al., 2000) e igualmente 

con ionóforos de calcio (como el Hoechst A23187) (Whitfield y Parkinson, 1992). 

Se han descrito correlaciones significativas entre la respuesta de los espermatozoides a la 

prueba de inducción in vitro de la RA (medida como el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma reaccionado) y la fecundación de las vacas (medida como las tasas de no retorno al 

estro a los 60 días post inseminación artificial), incluso a niveles predictivos (Januskauskas et 

al., 2000) 

Bedford et al. (1970) reportó que se pueden producir dos tipos de reacción del acrosoma: a) 

cuando un estímulo apropiado desencadena una respuesta en espermatozoides previamente 

capacitados y b) la reacción acrosómica falsa, representada por una pérdida no específica del 

acrosoma al morir el espermatozoide y en espermatozoides ya muertos. Sin embargo, una 

proporción de espermatozoides capacitados en libertad puede sufrir la reacción acrosómica 

falsa y/o, lo que se denomina reacción acrosómica espontánea, antes de llegar al sitio de la 

fecundación (Talevi y Gualteri, 2010, Jin et al., 2011).  

IV.4.3.5. Unión y reconocimiento de gametos 

La unión del espermatozoide con el ovocito es específica de la especie y dependiente de su 

zona pelúcida. En la especie humana, el espermatozoide es guiado al ovocito por una 

combinación de termotaxis y quimiotaxis (Suárez y Pacey, 2006). La acción hidrolítica de 

glicohidrolasas y proteinasas en el sitio de unión del espermatozoide-zona pelúcida, junto con 

el impulso generado por una mayor motilidad flagelar del espermatozoide hiperactivado, son 

factores importantes que regulan el proceso de fecundación (Tulsian y Zeng, 2007). 

En la interacción espermatozoide-ovocito, la ZP se une a las proteínas presentes en el 

acrosoma del espermatozoide ya capacitado, siendo importante la presencia de residuos de 

azúcares en la ZP para que se dé la interacción (Avilés et al., 1997, 2000, Velásquez et al., 

2007). La unión parece ser específicamente a un hidrato de carbono, con receptor glicosilado 

(Suárez y Pacey 2006, Ghosh y Datta 2003). 
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El reconocimiento del espermatozoide y el ovocito depende del estado de la escisión de la 

glicoproteína ZP2 en ratón y la sola unión a la superficie de la zona del espermatozoide no es 

suficiente para inducir la exocitosis acrosomal (Gahlay et al., 2010). 

Cuando se produce la unión de la zona pelúcida con el espermatozoide, éste sufre la reacción 

acrosómica. La exocitosis acrosomal es esencial para la fecundación y son las glicoproteínas 

de la ZP las que la promueven (Caballero-Campo et al., 2006), aunque recientemente se ha 

demostrado que también puede iniciarse en el cumulus oophorus (Jin et al., 2011). En las 

vacas existe la evidencia que la manosa puede ser el residuo de azúcar específico involucrado 

en la unión del espermatozoide a la ZP (Yonezawa et al., 2005). El 77% de los carbohidratos 

de las glicoproteínas de la ZP bovina son cadenas ácidas que contienen ácido siálico y un 

receptor espec²fico para Ŭ-2,3 ácido siálico está presente en la membrana plasmática del 

espermatozoide. Análisis químicos revelaron que la glicoproteína de la ZP bovina contiene 

principalmente Neu5Ac (84.5%) y Neu5GC (15.5%), dos tipos de residuos de ácido siálico 

(Velásquez et al., 2007) 

Para explicar la fusión de gametos, se han propuesto las proteínas de anclaje al ovocito, CD9 y 

glicosilfosfatidil inositol (GPI) y la proteína epididimal en el espermatozoide, como las moléculas 

candidatas a ser las responsables de la fusión de las membranas del espermatozoide y del 

ovocito. Sin embargo aún no se han podido analizar claramente las interacciones proteína-

proteína en esta fusión. Zhou et al. (2009), demostraron que la proteína CD9, miembro de la 

superfamilia de proteínas tetraspaninas, presentes en ovocitos maduros de bóvidos, está 

involucrada en la interacción espermatozoide-ovocito durante el proceso de fecundación, 

interviene en la fusión de membranas del ovocito y el espermatozoide, del que se libera una 

molécula de superficie que parece ser una proteína de 30-100 kDA llamada ñoscilinaò o factor 

espermático, que activa al ovocito, produciendo la liberación del Ca2+, almacenado en el 

espermatozoide, en forma de ondas. Estas ondas se dan periódicamente cada 2-30 minutos 

dependiendo de la especie y pueden durar varias horas. El inicio de las ondas de Ca++ induce 

la activación del ovocito que termina con la formación de los pronúcleos femenino y masculino 

y la expulsión del segundo cuerpo polar. Las oscilaciones de Ca++ inducen también la 

exocitosis del contenido enzimático de los gránulos corticales almacenados en la periferia del 

ovocito, modificando tanto la zona pelúcida como la membrana del ovocito, para prevenir la 

polispermia.(Olivera et al., 2006). Diversos estudios han reportado proteínas específicas de 

espermatozoide que interactúan con las proteínas de membrana de ovocitos, estableciendo 

contacto con un grupo de ligandos candidatos, uno o más de los cuales pueden ser 
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responsables de la inducción de señalización que resulta en la activación de ovocitos y la 

fusión de los gametos (Pate et al., 2008). 

IV.4.3.6. Penetración espermática y fecundación  

En cuanto se produce la fusión del espermatozoide y el ovocito, éste se activa, proceso que 

conlleva a la reanudación de la meiosis (Yanagimachi, 1994). El mecanismo más aceptado de 

iniciación de la activación es mediado por un factor activador del ovocito, proveniente del 

acrosoma espermático que es liberado en el ooplasma tras la fusión (Williams, 2002). 

Después que los espermatozoides llegan al oviducto, la hiperactivación les permite llegar a los 

ovocitos y penetrar el medio viscoelástico del cumulus y la zona pelúcida (Figura 6). 

 

Figura 6. Principales eventos producidos durante la fecundación, en las diferentes regiones 
anatómicas del oviducto. A. Ovocito en estado metafase II, con células del cúmulus expandidas y 
liberado dentro del infundíbulo oviductal durante la ovulación. B. Una vez en la ampolla oviductal y 
expuestos al fluido oviductal, los ovocitos son sometidos a maduración oviductal de la ZP. Esta 
maduración incluye un endurecimiento pre fecundación de la ZP, mediado por glicoproteína del oviducto 
oviductina (OVGP1), en cerdas y vacas. C. Posteriormente en la unión ampolla-istmo, la ZP endurecida 
disminuirá las posibilidades de unión y reducirá el número de espermatozoides capaces de penetrar el 
ovocito. Después de la fecundación, la reacción de zona es activada, evitando la entrada adicional de 
espermatozoides. D. El Itsmo, en la mayoría de las especies es un reservorio de espermatozoides y la 
región donde el último paso de la capacitación toma lugar. E: El istmo también es la región recorrida por 
el embrión temprano hacia el útero, y la secreción de factores embriotrópicos oviductales y  contribuye a 
este desarrollo fisiológico (Tomado de Avilés et al., 2010. Mol. Hum. Reprod). 
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Los espermatozoides ya capacitados en su llegada al ámpula oviductal, se contactan con las 

células del cumulus oophorus, constituido por células de la granulosa y una matriz de ácido 

hialurónico (Virji et al., 1990), el cuál puede ser atravesado por acción de la proteína hyal 5 con 

actividad hialuronidasa, de manera que el espermatozoide queda en contacto directo con la ZP 

(Cánovas y Coy, 2008). 

La zona pelúcida es la cobertura glicoproteica que rodea el ovocito mamífero, varía en su 

estructura y grosor de una especie a otra, está conformada por glicoproteínas ZP1 ZP2, ZP3 

componentes (ZPA, ZPB, and ZPC). El espermatozoide mamífero se une a cadenas de 

carbohidratos de glicoproteínas de la ZP en la fase inicial de la fertilización (Yonezawa et al., 

2005a) En la especie bovina se ha descrito la participación de residuos de manosa y la 

implicación del ácido siálico (Velásquez et al, 2007).  

En el cerdo y la vaca se evidencia que la ZP3Ŭ o ZP4 (ZPB) se unen al espermatozoide. 

Posterior a la unión del espermatozoide con el ovocito, la ZP induce la exocitosis del contenido 

acrosomal, la membrana plasmática del ovocito con el que se fusionan y el citoplasma donde 

se produce la descondensación del núcleo espermático (Cánovas y Coy, 2008). 

Cuando el espermatozoide atraviesa la ZP, llega al espacio perivitelino y entra en contacto con 

el oolema o membrana del ovocito. Varias familias de proteínas como las ADAM (Nishimura et 

al., 2001), Integrinas (He et al., 2003), CD9 (Zhu et al., 2002), y CRISP1 (Cohen et al., 2000) 

son responsables de esta fusión. 

Posterior a este evento, y debido a la fusión del óvulo y espermatozoide se generan señales 

que permite el inicio de la transformación del ovocito en embrión (Williams 2002) mediante la 

activación del ovocito, en el cuál se incrementa el Ca++ intracelular, posterior a este evento se 

reinicia la meiosis II, en el momento que la cromatina del espermatozoide se descondensa en 

su citoplasma (Williams 2002). El ovocito sufre un segundo bloqueo durante la meiosis II, y al 

terminarla expulsa el segundo cuerpo polar y se transforma en célula haploide. 

El ovocito maduro permanece en metafase II antes de la fertilización debido al factor promotor 

de maduración (MFP). Después de la fusión esperma-ovocito, el aumento de Ca++  intracelular 

produce la inactivación del MFP. El evento cronológicamente siguiente es la descondensación 

del núcleo espermático en el ovoplasma y la formación de pronúcleos masculino y femenino 

que migran desde la periferia al centro del ovocito para fusionarse, proceso denominado 

singamia. Ahora se inicia el desarrollo temprano del embrión, donde el zigoto comienza su 
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desarrollo hacia un organismo multicelular, pasando por el clivaje y la gastrulación. Después de 

la fertilización, el cigoto se divide por mitosis en blastómeros (Sandler 2000) y se inicia el 

desarrollo embrionario propiamente dicho. 

IV.4.3.7. Reacción cortical y bloqueo de la polispermia 

La reacción cortical produce modificaciones bioquímicas y biológicas de la ZP, responsables 

del bloqueo a la polispermia, llamada reacción de zona (Yanagimachi, 1994; Sun, 2003a., Dean 

2004). Estas modificaciones incluyen: resistencia de la ZP a la digestión enzimática, proteólisis 

de la ZP2 por proteasas y/o remoción de carbohidratos por glicosidasas específicas de los 

gránulos corticales (Rath et al., 2005). 

En los mamíferos, el bloqueo a nivel de la ZP es debido a exocitosis de los gránulos corticales, 

lo que conlleva a modificaciones en la ZP que provoca que los espermatozoides no se sigan 

adhiriendo (Yanagimachi, 1994). La fecundación resulta en exocitosis de los gránulos 

corticales, estructuras derivadas del aparato de Golgi y principales vesículas secretoras del 

ovocito no fecundado. Son de 0.2 a 0.4 µm de diámetro, se acumulan durante la ovogénesis y 

no se regeneran, una vez han expulsado su contenido (Wessel, et al., 2001).  

De los gránulos corticales se libera solo un pequeño número de proteínas mayores de peso 

molecular (pm) 45 kDa, 34 kDa, 32 kDa, 28 kDa y 20 kDa, determinadas por SDS-PAGE 

(Gross et al., 2000), El exudado del espacio perivitelino de toros y porcinos contiene proteasas 

y proteínas p62 y p56, sobre las cuales no se ha profundizado su estudio, pero al parecer 

proviene de los gránulos corticales (Hodbohoy y Talbot 2001).  

De igual manera, Muñoz -Gotera et al. (2001) identificaron en mamíferos la calcireticulina, una 

proteína chaperona de 50 kDa, que se libera después de la exocitosis de los gránulos 

corticales. Burkart et al. (2012) identificaron la ovastacina, una proteasa de los gránulos 

corticales del ratón, con capacidad para modificar la zona pelúcida, uniéndose a la ZP2 y 

previniendo después de la fecundación, la unión del espermatozoide y proporcionando un 

bloqueo definitivo a la polispermia. 

Katsumata et al. (1996) y Amari et al. (2001) demostraron que después de la fecundación uno 

de los principales cambios en la ZP bovina fue la pérdida de residuos de ácido siálico. En el 

2007 Velásquez et al., comprobaron que en bóvidos el ácido siálico y una neuraminidasa están 

involucrados en la interacción espermatozoide  y ovocito, tomando parte en el mecanismo de 
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bloqueo a la polispermia. La liberación de una neuraminidasa (sialidasa), contenida en los 

gránulos corticales del ovocito reduciría el contenido de ácido siálico de la ZP, por digestión del 

mismo, seguido de la activación del ovocito (exocitosis de los gránulos corticales) produciendo 

el bloqueo a la polispermia. 

Tradicionalmente dos modelos han sido propuestos, para explicar el bloqueo a la polispermia 

en mamíferos, el primero basado en el oviducto, evitando la llegada masiva de 

espermatozoides a las proximidades del ovocito (Yanagimachi, 1994) y el segundo basado en 

el ovocito, lo que incluye cambios en la membrana y ZP, como reacción a la penetración del 

espermatozoide, mecanismo conocido como ñreacci·n de zonaò, que involucra exocitosis de los 

gránulos corticales (GC) al espacio perivitelino, debido a las oscilaciones de Ca2
+ producidas 

durante la penetración, e inducidas por el esperma fertilizado. Como parte del proceso de 

reacción cortical (Coy y Avilés, 2010), glicosidasas específicas y proteasas presentes en los 

GC remueven carbohidratos involucrados en la unión esperma-ZP. 

Coy et al. (2008a) determinaron la existencia de un nuevo mecanismo de prevención de la 

polispermia, antes que el ovocito interact¼e con el espermatozoide: el ñendurecimiento de la ZP 

pre-fecundaci·nò, en cerdas y vacas, el cual mejora la producci·n de embriones in vitro en 

cerdas (Cánovas, 2009). 

Mediante análisis proteómicos, estos autores lograron el aislamiento y la identificación de una 

glicoproteína específica del oviducto (OVGP1), con dos bandas de 95kDa y 75kDa, secretada 

por las células oviductales en el periodo de ovulación (Avilés et al., 2010), que se unen a la ZP 

porcina y bovina. Coy et al. (2008b), demostraron que la mencionada glicoproteína oviductal 

(OVGP1), identificada en el fluido oviductal, denominada ñOviductinaò, es la responsable de un 

mecanismo adicional de control a la polispermia en ungulados, diferente del dependiente de la 

exocitosis de los gránulos corticales. Esta glicoproteína, es la responsable de incrementar la 

resistencia de la ZP del ovocito recién ovulado a la proteólisis y penetración espermática, y está 

regulada por estrógenos. Esta glicoproteína actúa en asociación con glicosaminoglicanos 

(GAGs) como la heparina, estabilizando el efecto de endurecimiento. Este complejo produce 

los mencionados cambios en la zona pelúcida antes de la fecundación, afectando la interacción 

espermatozoide-ovocito. Este importante hallazgo determinó que las propiedades bioquímicas 

y biológicas de la zona pelúcida son modificadas por secreciones oviductales, durante su 

tránsito por el oviducto a lo largo de la ampolla, donde recién se ha liberado el ovocito. Lo que 

ratifica la apreciación de que la maduración de la ZP en el oviducto es necesaria para adquirir 
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la insensibilidad a proteinasas, y la habilidad de seleccionar el espermatozoide que va a entrar. 

Esto indica claramente que el oviducto selecciona subpoblaciones específicas de 

espermatozoides (Rath et al., 2008). 

Este proceso es reversible y adicional a los modelos ya conocidos para el control de la 

polispermia en ungulados, ya que una vez ocurrida la fecundación y activado el bloqueo de la 

polispermia, este factor es parcial y lentamente removido de la zona pelúcida, durante su 

tránsito a través del útero e incorporado a través del espacio perivitelino a la membrana 

plasmática (Coy et al., 2008b). Posteriormente, si el ovocito es fecundado, la entrada del 

esperma dentro del ooplasma induce la liberación del contenido de los gránulos corticales y se 

completa el bloqueo a la polispermia (Figura 7). 

 

Figura 7. Descripción del mecanismo pre fertilización propuesto para prevención de la polispermia 
en ungulados. Cuando el ovocito es depositado en la ampolla, (1) poco después de la ovulación, la 
glicoproteína específica del oviducto (OVGP1) lo rodea en una cubierta que es responsable de la 
resistencia de la zona pelúcida (ZP) a la proteólisis. (2) Glicosaminoglicanos como la heparina (GAGs) en 
el fluido oviductal estabilizan y refuerzan la unión de OVGP1 con la ZP (3) afectando esta interacción con 
el espermatozoide seleccionado. (4) Durante la transición del ovocito fecundado al útero, el sistema es 
desestabilizado y la OVGP1 es parcialmente separada o absorbida dentro del ovocito. Tomado de Coy y 
Avilés Biol. Rev. (2010). 

IV.4.4. PRODUCCIÓN IN VITRO DE EMBRIONES 

La producción de embriones in vitro es un procedimiento que consta de varias etapas, cada 

una de las cuales puede afectar los resultados finales del proceso. Desde el nacimiento del 

primer ternero producto de la Fecundación in vitro  (FIV) (Brackett et al., 1982) y la aplicación 

de esta tecnología en forma exitosa a programas comerciales de mejoramiento genético, la 

investigación en las últimas décadas reporta que el proceso de producción in vitro de 

embriones sigue siendo ineficiente. Aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros 

sometidos a maduración nuclear in vitro evolucionan de profase I a metafase II (Watson, 2000; 

Mucci et al., 2006), el estado en el que normalmente son ovulados in vivo, y cerca del 80 % 

sometido a maduración y fecundación llega a estado de 2 células en 24-48 horas en la especie 
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bovina (Lonergan et al., 2003a; Payton et al., 2004). Sin embargo, sólo del 29% al 40% llegan a 

alcanzar la etapa de blastocisto el día 7 a 8 después de la fecundación (Rizos et al., 2008; 

Payton et al., 2004; Lonergan et al., 2003b), frente al 70% in vivo (Rizos et al., 2002) 

Comparativamente, los embriones producidos in vivo son más competentes para alcanzar su 

desarrollo que los madurados in vitro, los cuáles son de menor calidad. La mayor parte de las 

fallas de los procedimientos in vitro ocurren en el final de la pre-implantación, del estado de 

cigoto a blastocisto. (Greeve et al., 1987). 

La calidad intrínseca de los ovocitos es el factor principal que afecta los rendimientos del 

proceso, mientras que las condiciones de fecundación y cultivo de los embriones tienen un 

papel crucial en determinar la calidad del blastocisto (Holm et al., 2002), e influyen en la 

resistencia a la criopreservación, independientemente del cigoto (Rizos et al., 2002b). El medio 

ambiente del cultivo es crítico para la determinación de la calidad de los ovocitos, medido en 

términos de criotolerancia. En producción in vitro, se presenta el síndrome de ternero gigante, 

por una alteración de la expresión genética, fenómeno adjudicado en gran parte al efecto del 

suero fetal bovino en los medios. Es claro que el medio ambiente del cultivo post-fecundación 

tiene efecto sobre la trascripción de genes y la alteración en los medios, aunque sea por efecto 

de un día, pueden alterar la expresión genética (Lonergan et al., 2003b) 

Los embriones producidos in vivo difieren de los producidos in vitro en importantes aspectos 

(Herradón et al., 2007). Los in vitro presentan citoplasma más oscuro por mayor contenido de 

lípidos como triglicéridos y menos lípidos de otras clases, zona pelúcida más frágil, mayor 

sensibilidad térmica, mayor incidencia de anomalías cromosómicas, espacio perivitelino más 

amplio, vacuolas en el trofoblasto, una escasa población de las microvellosidades, reducidas 

conexiones intercelulares (Rizos et al., 2002b), diferencias en la comunicación intercelular (Boni 

et al., 1999), alteraciones cromosómicas (Rizos et al., 2003), y mayor velocidad de desarrollo 

(Lonergan et al., 1999), factores que pueden contribuir a una mayor sensibilidad a la criolesión 

exhibida por dichos embriones (Rizos et al., 2002b). En la maduración in vivo, la expansión del 

cumulus suele ser más extensa y a nivel ultra estructural hay un alto grado de homogeneidad 

entre los ovocitos madurados in vivo, vs in vitro. La heterogeneidad ultra estructural exhibida en 

los madurados in vitro, incluso cuando una población uniforme se seleccione antes de la 

Maduración in vitro (MIV). La MIV ha demostrado resultar en desviaciones que van desde 

asincronías nucleares, citoplasmáticas y la maduración del cúmulus, a la degeneración 

absoluta. 
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Stinshoff et al. (2012), demostraron que la adición de proteínas al plasma seminal no afecta ni 

la división, ni las tasas de desarrollo embrionario en proceso in vitro de producción de 

embriones, ni la expresión de ARN mensajero. 

Para la producción in vitro de embriones son necesarios una serie de pasos que se describen a 

continuación. 

IV.4.4.1. Obtención y selección de ovocitos 

Los ovocitos se pueden obtener de animales vivos o post-mortem. Post-mortem, a partir de 

hembras sacrificadas, mediante la extracción de sus ovarios y aspiración o corte de los 

folículos de un diámetro comprendido entre 3 y 6 mm de diámetro. La aspiración de estos 

folículos se realiza con aguja de 18-g. El método de corte o slicing (Suss y Madison 1983), 

permite obtener mayor número de ovocitos por ovario, 63.3/22.1 corte/aspiración (Hamano y 

Kuwayama, 1993). Los folículos menores de 2 mm, ubicados en la región subcortical, deben 

descartarse ya que contienen ovocitos menos competentes en la producción de embriones que 

los corticales, por su menor potencial para maduración (Arlotto et al., 1996). Los ovocitos 

extraídos por cualquier método proceden de folículos en diversos estados de desarrollo, por lo 

que no es fácil conseguir una población homogénea de sólo ovocitos competentes. 

In vivo, los ovocitos se pueden obtener por aspiración trans-vaginal guiada por ultrasonido 

(OPU), durante cualquier etapa del ciclo estral, e incluso en los primeros 90 días de gestación. 

El origen de los ovocitos es un factor determinante en el éxito de la fecundación, división y 

producción de blastocistos. Greve et al. (1987) determinaron que ovocitos provenientes de 

grandes folículos son más competentes que los obtenidos de pequeños folículos (Pavlok et al., 

1992; Lonergan et al., 1994). En procesos de FIV en bóvidos está claro que la calidad 

intrínseca de los ovocitos es el factor clave que determina la calidad del blastocisto (Rizos et 

al., 2002b). Sin embargo el macho empleado también puede tener influencia sobre la 

proporción de ovocitos que llegan a blastocisto (Comizzoli et al., 2003) 

Existen varios criterios para la selección de los ovocitos. Uno de ellos es según las estructuras 

que lo componen: Los principales criterios para diferenciar ovocitos competentes e 

incompetentes para desarrollo embrionario son la morfología del citoplasma y células del 

cumulus ya que estas últimas son las que le van a proveer nutrientes al ovocito durante su 

crecimiento, y participan en la síntesis del ácido hialurónico y proteínas que juegan un papel 
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importante en el transporte del ovocito por el oviducto y en su encuentro con el espermatozoide 

al momento de la fecundación. Además de estos, también se evalúan los siguientes aspectos: 

 Morfología del ovario-diámetro folicular: Se determina por observación de la cantidad de 

folículos de más de 2.5 mm de diámetro hasta 10 mm de diámetro, clasificando como 

los mejores para extraer ovocitos los que presentan mayor número de folículos de los 

tamaños mencionados, ya que estos presentan mayores tasas de maduración y 

formación de blastocistos (Gandolfi et al., 1987). 

 Aspecto del ooplasma. para Nagano et al. (2006), el citoplasma que ha mostrado 

mejores resultados en producción in vitro de embriones es el de color oscuro, por la 

presencia de lípidos. 

 Morfología del complejo cumulus-ovocito (CCOs): Este debe ser compacto, homogéneo 

y formado por al menos 4 capas de células. Estos son los que presentan mayores 

porcentajes de maduración, fecundación y de desarrollo hasta blastocitos ya que los 

ovocitos procedentes de folículos de reducido tamaño (menos de 2 mm), aunque 

pueden madurar nuclearmente, son citoplasmáticamente inmaduros (Stojkovic et al., 

2001). 

 Diámetro del ovocito: éste condiciona su capacidad para madurar (Fair et al., 1995) de 

tal forma que los ovocitos bovinos con un diámetro inferior a 110 µm se encuentran 

todavía en fase de crecimiento y no han adquirido aún la capacidad para madurar 

adecuadamente. Este es el tamaño mínimo que deben tener para reiniciar la meiosis 

(Sato et al., 1990). Diversos trabajos han determinado que existe una relación directa 

entre el diámetro de los ovocitos bovinos y su competencia para el desarrollo desde la 

maduración meiótica, pasando por fecundación y desarrollo embrionario. Estos 

porcentajes aumentan a medida que incrementa el diámetro del ovocito sometido a MIV. 

Incluso la penetración polispérmica fue mayor en ovocitos menores de 115 µm (Otoi et 

al., 1997). 

IV.4.4.2. Maduración in vitro (MIV) 

La MIV de los ovocitos, al igual que in vivo, requiere el reinicio de la meiosis y alcanzar el 

estado de metafase II. La maduración completa involucra la maduración nuclear y maduración 

citoplasmática. In vitro, la maduración nuclear se induce espontáneamente cuando los ovocitos 

salen del folículo donde estuvieron almacenados en un ambiente inhibitorio, y son llevados a un 

medio de cultivo semejante al ambiente que encontrarían en el oviducto, donde se produce la 
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ruptura de la vesícula germinal y expulsión del corpúsculo polar (Gordon, 1994). Sin embargo in 

vitro, se presentan deficiencias, aparentemente debidas a que la maduración citoplasmática es 

incompleta (Pavlok et al., 1992), y de ahí en adelante se hacen deficientes los proceso de 

fecundación y desarrollo embrionario, cuando son comparados con los procesos in vivo. 

Medios de cultivo empleados para MIV - La correcta elaboración de los medios de cultivo para 

maduración, fecundación y desarrollo embrionario in vitro es definitiva para lograr el éxito del 

proceso. Algunos parámetros en las condiciones de cultivo son prioritarios para lograr este 

éxito tales como:  

 Presión osmótica: 245 mOsm/Kg a 280 mOsm/Kg (Duque et al., 2003b) 

 pH: neutro- ligeramente alcalino, 7.2-7.6 (Mucci et al., 2006) 

 Fase gaseosa: El CO2 actúa como regulador del pH junto con el bicarbonato en los 

medios. Un valor apropiado es del 5%. El ovocito requiere condiciones anaerobias. 

 Agua: con alto grado de pureza porque el medio de maduración contiene fuentes 

proteicas que fijarían los metales pesados en agua de regular calidad y éstos alterarían 

los procesos reproductivos. Los mejores resultados se han obtenido con agua 

proveniente de los sistemas de ósmosis reversa en un rango de 18.3 mega-ohms/cm a 

25 °C.  

 Temperatura: equivalente a la corporal 38.5 a 39 °C, ya que incrementos en la 

temperatura (41 °C) alteran la fisiología del ovocito y ocasionan alteraciones en los 

gránulos corticales en el estado GV y alteran la función del cumulus, reduciendo la 

producción de ácido hialurónico y la habilidad para sufrir maduración nuclear y 

desarrollo embrionario. 

En la actualidad se emplean varios medios para los procesos de MIV. Uno de ellos es el medio 

de cultivo tisular TCM-199, compuesto por soluci·n salina de Earleôs, glutamina, bicarbonato, 

Hepes, y suplementado con suero de origen animal (10%) y gonadotropinas, en las condiciones 

ya mencionadas. También se emplean medio de fluido oviductal humano (mHTF) modificado, 

compuesto por solución salina, piruvato, lactato, glucosa y albúmina como fuentes de energía y 

el medio fluido oviductal sintético (mSOF).  

Los factores de crecimiento surgieron durante la década de los 80 para contrarrestar el bloqueo 

de desarrollo en estado de 8 a 16 células. La mezcla de factores de crecimiento que existen en 

el suero sigue siendo un promotor poderoso del desarrollo del embrión in vitro, pero su 
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constitución no uniforme, puede ocasionar efectos adversos sobre la morfología embrionaria 

(Thompson, 2000). 

Los medios para MIV están compuestos por diversas sustancias que serán discutidas en este 

capítulo. La adición a los medios de maduración de cisteína (mejora la producción de 

blastocistos), glutamina, gonadotropinas hipofisarias (LH mejora la calidad ovocitaria y FSH 

favorece la maduración y desarrollo embrionario) o placentarias, como reguladoras de la 

maduración nuclear, factores de crecimiento, como insulina, activina, hormona de crecimiento, 

factor epidermal de crecimiento (EGF) que ayudan a la reactivación de la meiosis, fluido 

folicular o la presencia de células del cumulus, entre otros, contribuyen a mejorar el proceso de 

maduración (Sun y Nagai 2003). Antioxidantes como el ácido retinoico también mejoran la 

maduración y desarrollo embrionario (Duque et al., 2003a).  

Las principales sustancias empleadas para suplementación proteica en medios para MIV son la 

albúmina sérica bovina (BSA) y el suero de origen animal, como suero fetal bovino (FBS), 

suero fetal de ternera (FCS), suero de macho castrado (SS) y suero de vaca en celo (ECS), 

entre otros, que contribuyen a la maduración tanto nuclear como citoplasmática por su 

composición con proteínas (albúmina), ácidos grasos, vitaminas, hormonas y factores de 

crecimiento. El suero actúa como fuente de albúmina que equilibra la osmolaridad y elimina 

fuentes de radicales libres de oxígeno. Estos sueros de origen bovino no tienen composición 

definida, ya que la misma depende de las condiciones fisiológicas y de salud que presente el 

animal al momento de ser extraído, por lo que varían de un lote a otro, incluso pueden 

presentar contenidos tóxicos al cultivo celular. Por ello su uso genera controversia y se plantea 

la sustitución de estas moléculas por otras proteicas de naturaleza químicamente definida, 

como el PVP con un peso molecular de 40.000 KDa (PVP-40) que ha mostrado mejores 

resultados de ovocitos madurados y mayor división comparado con FBS (Fukui et al., 2000). 

Ruibal et al. (2006), en estudios con fluido oviductal sintético (SOFm) reemplazando el TCM-

199 obtuvieron resultados similares. De igual manera, reportaron aceptables resultados de MIV, 

en un medio libre de proteínas, cultivado con bajo contenido en oxígeno ya que in vivo, en los 

folículos ováricos oviducto y útero, los niveles de oxígeno oscilan entre el 1.5 y el 8 % (Harvey, 

2007). 

La adición de gonadotropinas al medio incrementa el número de ovocitos que reinician la 

meiosis y la obtención de embriones viables (Liu et al., 1997) 
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Existen estudios contradictorios frente al uso de estrógenos. Recientes observaciones indican 

que los estrógenos afectan negativamente a la maduración nuclear de los ovocitos bovinos 

(Beker et al., 2002) provocando una disminución de la proporción de ovocitos que alcanzan la 

metafase II y de blastocistos obtenidos, al tiempo que incrementan la frecuencia de anomalías 

nucleares. Sin embargo, la presencia de suero y FSH en el medio neutraliza el efecto negativo 

de los estrógenos (Beker et al., 2002), lo que podría explicar la dificultad para observar estos 

efectos adversos. 

El líquido folicular obtenido de folículos mayores de 4 mm no atrésicos para suplementar el 

medio TCM-199 mejora la maduración de ovocitos, incrementando la formación de pronúcleos 

masculinos. 

El ovocito de la vaca requiere para su maduración, en un medio adecuado, un período de 24 

horas a 38.5-39 °C, con atmósfera de CO2 al 5% y humedad relativa del 95% (Thompson, 

2000). 

El procedimiento descrito por Fukui y Ono (1989), consistente en cultivar durante 24 horas los 

ovocitos inmaduros de vaca en TCM-199 suplementado con un 10% de suero fetal (FBS) 

inactivado por calor, hormonas y gonadotropinas (FSH y LH), a una temperatura de 38.5º C, en 

una atmósfera con un 5% de CO2 en aire, humedad relativa de 95-100%, con una osmolaridad 

de los medios de 290 mOsm y pH en los medios de 7.4, ha sido uno de los más empleados.  

Uno de los principales problemas en los medios es la formación de moléculas de oxígeno 

reactivo (ROS), que produce efectos negativos durante la maduración, desarrollo, metabolismo 

y la expresión génica de los embriones (Ruibal et al., 2006) 

Algunos estudios recientes han analizado el efecto de la MIV en bajas tensiones de oxígeno, 

pero los resultados son contradictorios observándose mejoras en el porcentaje de blastocistos 

(Karja et al., 2004, Park et al., 2005), ausencia de diferencias (Iwamoto et al., 2005) o efectos 

desfavorables (Oyamada y Fukui, 2004).  

Existen algunas sustancias que permiten direccionar los resultados en los medios de 

maduración, como la roscovitina, que mantiene el arresto meiótico (Coy et al., 2005) el piruvato 

sódico que promueve la maduración nuclear, o el ɓ-mercaptoetanol que protege frente al stress 

oxidativo. 
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Los ovocitos inmaduros se identifican porque presentan la membrana ooplasmática adosada a 

la cara interna de la zona pelúcida, la vesícula germinal (GV) prominente y no se observa el 

primer corpúsculo polar en el espacio perivitelino. 

Existen varios métodos de valoración de la maduración. La medición de los niveles de glutatión 

intracelular (GSH), principal agente antioxidante no enzimático y la capacidad del citoplasma 

para descondensar el espermatozoide o inducir formación del pronúcleo masculino se pueden 

emplear como índice para valorar la maduración citoplasmática (Coy y Romar 2002). Otros 

métodos consisten en la valoración de la morfología nuclear, mediante tinción, que requiere 

denudación de las células del cumulus y fijación, como paso previo a la tinción. Comúnmente, 

se emplean Lacmoid y bisbenzimidina (Hoechst 33342) fluorocromo específico para ADN que 

permite visualizar la cromatina bajo luz ultravioleta, con longitud de onda de 365 nm, filtro de 

fluorescencia y objetivo de 200x y 400x. 

Se consideran como no maduros los ovocitos que presentan la vesícula germinal o metafase I, 

sin expulsión del primer corpúsculo polar en el espacio perivitelino. Existe otro método de 

valoración de la maduración, por determinación de la expansión de las capas del cumulus 

originada por el ácido hialurónico. Hunter y Moor, (1987) clasifican en grado 1 ovocito maduro, 

por completa expansión (300 µm o más), grado 2, moderada expansión (200-300 µm) y grado 3 

o no maduro, a la poca expansión, ya que están aún adheridas a la zona pelúcida. 

IV.4.4.3. Fecundación in vitro 

El protocolo más frecuentemente empleado es el descrito por Parrish et al. (1988) que emplea 

medio FIV-Talp suplementado con BSA, piruvato de sodio, heparina, PHE (penicilamina, 

hipotaurina y epinefrina) y antibiótico. Para realizar la FIV, ya deben estar capacitados in vitro 

los espermatozoides. Varias técnicas se emplean para la selección y separación de 

espermatozoides móviles, que a su vez mejoran la motilidad, favorecen la remoción de 

proteínas y factores decapacitantes e incrementan el porcentaje de espermatozoides con 

membrana intacta, como el método de Percoll, Swim-up, y gradientes de albúmina. 

EL método en gradiente discontínuo de Percoll (45 - 90%) por centrifugación (Parrish et al., 

1995), compuesto de partículas de sílice coloidal y recubierto con polivivnilpirrolidona (PVP), 

separa los espermatozoides viables, incrementa el porcentaje de motilidad espermática total y 

progresiva, la frecuencia de batido, la motilidad rectilínea, la linealidad y las células de rápido 

movimiento. Además, el porcentaje de células con membrana plasmática intacta y el potencial 
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de membrana mitocondrial se incrementó en las muestras posterior a la centrifugación (Suzuki 

et al., 2002). Sin embargo, Oliveira et al. (2012) reportaron incremento en el daño a la 

membrana acrosómica con este método. 

El método de Swim up, de migración espermática para selección de espermatozoides con alta 

motilidad (Parrish et al., 1995) que llegan a la superficie del medio después de la incubación, 

logra una baja tasa de recuperación de espermatozoides, por lo que es preferible emplearlo en 

muestras de semen con elevada concentración de espermatozoides con buena motilidad y sin 

riesgo de toxicidad. 

Morales et al. (1991) compararon los métodos de Percoll y Swim-up, encontrando que con el 

Percoll se obtiene mayor cantidad de espermatozoides recuperados que con el Swim-up, 

(p<0.001), posiblemente por la fuerza centrífuga aplicada a la preparación. Sin embargo, no 

encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células móviles o espermatozoides 

con reacción acrosomal. 

Los glicosaminoglicanos, como heparina, en el medio, favorecen la capacitación espermática y 

la reacción acrosómica in vitro, porque ayudan a remover componentes del plasma seminal 

ubicados en la superficie espermática (Gordon et al., 1994). 

Cumplido el período de 24 horas de MIV y con los espermatozoides ya capacitados, se inicia el 

cocultivo de los complejo cumulus oophorus (CCOs) con los espermatozoides, a una 

concentración de 500.000-2.000.000 espermatozoides/mL (Ward et al., 2000), previa 

determinación de la capacitación espermática, evaluando la motilidad progresiva individual y la 

concentración espermática (Lu y Seidel, 2004). 

El cocultivo de los ovocitos con los espermatozoides no debe ser por un tiempo mayor a 18 

horas, a temperatura de 38.5 - 39 °C, equilibrado con 5% CO2 en 100% de humedad relativa. El 

tiempo no debe ser muy prolongado ya que se puede incrementar la producción de radicales 

libres de oxígeno y aumentar las tasas de polispermia. La relación de volumen empleada entre 

medio de cultivo FIV y ovocitos es de 1:10. 

Medios como el Tyrode Albumine Lactate Piruvate (TALP) (Parrish et al., 1988) o el TCM-199, 

suplementados con BSA, cafeína y heparina o cultivos celulares con células del cumulus o 

células oviductales son los más empleados. Factores inherentes al medio como la osmolaridad 

y pH son determinantes en las tasas de desarrollo alcanzadas (Yoon et al., 2000). 



Revisión bibliográfica  

  61  

 

El compuesto de penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE) es empleado en este proceso, 

adicionándolo al medio, por sus efectos benéficos sobre los resultados obtenidos ya que actúa 

como antioxidante sobre el medio, estimula la capacitación espermática, aumenta la motilidad, 

penetración de ovocitos y reacción acrosómica (Andrews et al., 1989).  

Posterior a la FIV, se libera el segundo corpúsculo polar en el espacio perivitelino y se forman 

los pronúcleos femenino y masculino. 

Existen varios protocolos para valoración de procesos de FIV. Para embriones tempranos se 

emplea ácido acético-etanol (1:3) como fijador por 24 horas y tinción con acetatoïorceína o 

Lacmoid. Otra opción es la fijación en glutaraldehído al 0,5% y coloración fluorescente del 

núcleo con bisbenzimidina-Hoechst 33342, como se trató en valoración de MIV. 

Como evidencia de fecundación se tienen en cuenta los siguientes criterios: Formación de dos 

pronúcleos, cabeza compacta o descondensada del espermatozoide en el ooplasma con 

presencia de un pronúcleo, segundo cuerpo polar en el espacio perivitelino, o porcentaje de 

embriones de 2-4 células. 

IV.4.4.4. Cultivo y desarrollo embrionario in vitro 

Varios factores son importantes en la calidad del blastocisto, pero el medio ambiente post 

fecundación del cultivo es el factor determinante, y más aún si se tiene cuenta que en la 

producción in vitro es más frecuente la apoptosis que en embriones in vivo (Gjorret et al., 2001) 

En la transición de cigoto a blastocisto, en el cultivo post-fecundación, se producen varios 

acontecimientos importantes de desarrollo que determinarán la calidad del blastocisto, tales 

como división, que se sabe es crítico en la determinación el desarrollo posterior del embrión 

(Lonergan et al., 1999), activación del genoma embrionario en la etapa de 8 a 16 células 

(Memili y First, 2000), la compactación de la mórula, y la formación del blastocisto en los días 

6-7, con la diferenciación de los dos tipos de células, el trofoectodermo y la masa celular 

interna. Cualquier modificación del cultivo o el ambiente del cultivo en cualquiera de las etapas 

pueden afectar drásticamente al embrión (Rizos et al., 2008).  

Después de la fecundación, el desarrollo embrionario temprano depende del mRNA que fue 

transcrito durante el crecimiento del ovocito y sólo después (en estado de 8-16 células en 

bóvidos) El genoma del embrión es activado y toma el control sobre su propio destino. Durante 

los días 1 a 6 el embrión de vaca sufre importantes eventos en la transformación del estado de 
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zigoto a blastocisto; esto incluye la primera división y este tiempo es de crítica importancia para 

determinar el subsecuente desarrollo del embrión. 

Ya se ha mencionado la importancia de la calidad del ovocito como el principal factor que 

afecta la proporción de desarrollo de ovocitos inmaduros a blastocistos y que el cultivo medio 

ambiental afecta la post-fecundación, en cuanto a la calidad de los blastocistos medida en 

términos de criotolerancia y transcripción. Diversos estudios han demostrado que simplemente 

omitiendo el suero del medio de cultivo durante el período de post-fecundación se produce un 

efecto positivo en criotolerancia, el cual se reflejó en cambios en relativa abundancia del mRNA 

importante en el desarrollo de los genes (Lonergan et al., 2003b). 

Wrenzycki et al. (1996) demostraron que las diferencias observadas en la calidad de 

blastocistos producidos in vitro e in vivo radican en la expresión del gen de la conexina 43. Este 

gen está implicado en la formación de una proteína que da lugar a uniones entre las células. 

Además, el desarrollo acelerado in vitro debido al suero (Lonergan et al., 1999) puede afectar la 

regulación génica y la transcripción, que resulta en alteraciones del desarrollo adecuado, como 

el gran tamaño del feto en las especies bovinas (Young et al., 1998). 

Rizos et al. (2008) reportan varios factores que influyen en la proporción de sexos en el ganado 

fruto de tecnologías reproductivas, tales como: el momento de la inseminación in vivo, el estado 

de maduración del ovocito en el momento de la inseminación in vitro, la duración de la 

coincubación de los gametos in vitro y el período posterior a las condiciones de cultivo de FIV.  

El embrión macho en la pre-implantación se desarrolla más rápidamente que el embrión de 

sexo femenino. Nedambale et al. (2004) encontraron que los embriones de PIV que llegaron a 

estadio de blastocisto temprano eran predominantemente machos y mostraron una mejor 

morfología y soportaron la vitrificación en mayor proporción que los blastocitos femeninos. Se 

sugiere que en el cultivo in vitro de la especie bovina, la glucosa acelera el desarrollo de 

machos y frena el desarrollo de hembras (Kochhar, et al., 2001) 

Los componentes orgánicos y condiciones físicas de los mismos en el medio de cultivo son 

definitivos para alcanzar un exitoso desarrollo embrionario (Palasz, 1996). En los medios para 

desarrollo embrionario se emplean como fuentes de energía lactato, piruvato y glutamina, en 

estados iniciales del desarrollo embrionario, antes de la activación del genoma (Palasz, 1996). 

La glucosa no es utilizada en estos estadios, por la falta de actividad de la enzima 

fosfofructoquinasa (Gardner y Lane, 1998), por lo que generaría un efecto inhibitorio sobre el 
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desarrollo embrionario. Ya en el estadio 8-16 células, aumenta la demanda del embrión por la 

glucosa (Thompson, 2000). Durante el progreso de la compactación y blastulación este bloqueo 

es removido y la glucosa contribuye a incrementar la producción de ATP vía oxidación. La 

demanda de ATP aumenta a medida que la compactación y blastulación avanzan, además la 

producción de la glucólisis también aumenta con el desarrollo, provocando un aumento 

significativo del consumo de la glucosa. Por lo tanto, los medios de cultivo deben ser diseñados 

para suprimir glucólisis durante el desarrollo pre-compactación y luego activarla durante el 

desarrollo después de la compactación.  

Varios estudios han demostrado que cuando las concentraciones de glucosa in vitro son más 

altas que in vivo, el desarrollo embrionario temprano se retrasa o incluso se bloquea 

(Thompson et al., 1992a). Otros estudios reportan su uso como crítico para la meiosis, por lo 

que debe estar en niveles máximos de 10 mM para que no se convierta en una limitante del 

desarrollo embrionario (Ruibal et al., 2006), y aunque la glucosa no hace un mayor aporte de 

ATP a los requerimientos energéticos durante el desarrollo de la pre-implantación, sí 

intervienen en la regulación de la expresión de enzimas y proteínas, algunas de ellas con 

actividad transportadora ubicadas en membrana celular (Jansen et al., 2006). 

En cuanto a las proteínas, los aminoácidos son añadidos a los medios de cultivo y actúan como 

tampón intracelular. Los aminoácidos no esenciales favorecen el desarrollo temprano del 

embrión y los esenciales actúan sobre el desarrollo en embriones mayores de 8 células (Van 

Winkle, 2001). 

La albúmina es una de las proteínas más abundantes del fluido oviductal, junto con la 

inmunoglobulina G y se adiciona a los medios en productos como el BSA, los cuales ejercen 

efectos benéficos junto con suero de origen animal, como el FBS o suero de vaca en celo 

(SVC). Los sueros actúan como protección ante sustancias tóxicas, adicionando factores de 

crecimiento y reduciendo la tensión superficial del medio evitando adherencia de los embriones; 

adicionalmente le proveen al ovocito nitrógeno de origen proteico. 

Existen polímeros sintéticos que pueden reemplazar el suero, como Polivinilalcohol (PVA) y 

polivinilpirrolidona (PVP) (Gardner y Lane 1998), aunque presentan menor tasa de producción 

embrionaria y menor porcentaje de gestación. Dentro de su composición aunque variable en su 

concentración, el suero fetal bovino presenta albúmina, globulina, urea, glucosa, potasio, sodio 

y fósforo (Palasz, 1996). El suero más empleado es el FBS, debido a su actividad embriotrófica, 
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contenido de glucosa 6 veces superior que en el suero de toro adulto y 85% más de proteína 

que el de animales adultos (Hammond et al.,  2000) 

Como hemos comentado, la adición de suero a los medios genera controversia, pero se ha 

determinado que estimula el desarrollo de mórulas y blastocistos, acelera el desarrollo 

embrionario (Holm et al., 2002; Fouladi-Nashta et al., 2005) y mejora la tasa de eclosión y 

producción (Gómez, 2000), pero también se han atribuido efectos negativos, como alteraciones 

mitocondriales, excesiva producción de lactato y alargamiento del período de gestación (large 

offspring síndrome) (Farin y Crosier, 2001). Actualmente existen en el mercado compuestos 

comerciales formulados para reemplazar el uso de los tan controvertidos sueros. 

Al reemplazar la albúmina por PVA, los embriones resultan metabólicamente comprometidos, 

por lo que el papel nutritivo de la albúmina es importante. El PVA proporciona una actividad 

surfactante similar a la albúmina. Sin embargo, la albúmina es la proteína más frecuente del 

tracto reproductivo en los mamíferos con funciones intracelulares y de apoyo extracelular. En la 

mayoría de trabajos, tanto el desarrollo in vitro como el contenido proteico en los blastocistos, 

es más bajo cuando se reemplaza la albúmina por el PVA, en comparación con los producidos 

in vivo o en medio de cultivo suplementado con BSA o suero fetal bovino. 

Durante la división temprana, la degradación de proteínas es superior a la síntesis de 

proteínas. Es evidente que los blastocistos derivados del medio suplementado con PVA tienen 

un perfil metabólico alterado en comparación con los cultivados en la presencia de la albúmina 

y los derivados en vivo (Thompson et al., 2000). 

Thompson et al. (2000) postularon que el EDTA secuestra los efectos tóxicos de la 

contaminación de los cationes de metales pesados, probablemente por inhibir la producción de 

las especies reactivas de oxígeno. El efecto beneficioso de EDTA es óptimo sólo cuando se 

introduce durante el desarrollo temprano. Así, EDTA se utiliza para manipular el perfil 

metabólico de los embriones durante una etapa específica de desarrollo, a fin de optimizar el 

metabolismo energético. 

Ya se han reportado algunas diferencias de género, desencadenadas por las condiciones de 

cultivo in vitro o por los componentes de los medios, principalmente por la presencia de 

glucosa, los cuales afectan de manera significativa no solamente la proporción natural de los 

sexos (Gutierrez-Adan et al., 2001; Gutierrez-Adán, 2005), sino también la resistencia al 

enfriamiento. Nedambale et al. (2004) observaron una mayor acumulación citoplasmática de 
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gotas lipídicas en embriones de vacas en comparación con los machos, lo que hace que las 

hembras presenten menor capacidad para tolerar el enfriamiento, afectando directamente su 

respuesta a sobrevivir a un proceso de criopreservación, por lo que los embriones macho 

producidos in vitro son más resistentes (Camargo et al., 2008). 

Otro aspecto importante en embriones de rumiantes es el papel intracelular de los lípidos, en la 

producción de ATP y otras funciones celulares. Los lípidos están presentes en las secreciones 

del tracto reproductivo y se acumulan en los embriones cultivados in vitro (Thompson et al., 

1995; Ferguson y Leese, 1999). 

Los embriones son sensibles a la producción de amoniaco, generados por la degradación 

espontánea de aminoácidos del cultivo, especialmente glutamina y aminoácidos del 

metabolismo. De ahí la implementación de la estrategia de sustitución de los medios de cultivo 

por medios frescos cada 2 días para optimizar las tasas de desarrollo. La importancia de 

eliminar el amon²aco radica en que puede inducir el ''s²ndrome de ternero giganteò que se 

presenta en el cultivo embrionario (McEvoy et al., 1999). 

Algunos trabajos realizados demuestran que la utilización de un único medio de cultivo durante 

todo el período de desarrollo embrionario no permite el adecuado desarrollo del embrión, ya 

que las necesidades nutricionales van cambiando en la medida que él va creciendo, por lo que 

se han desarrollado los medios de cultivo secuenciales, para cada etapa de desarrollo 

(Nedambale et al., 2006). 

Los medios de cultivo más empleados para el desarrollo embrionario pre-implantación, en 

general, se componen de soluciones de sal e hidratos de carbono. Los medios más empleados 

son: Fluido oviductal sintético (SOF) (Tervit et al., 1972; Gardner y Lane 1998; Boni et al., 

1999), medio de optimización simple de potasio (KSOM) (Liu y Foote, 1995), medio 

Rosenkrans Charles 1 (CR-1aa) (Rosenkrans y First , 1994), Medio Ham F10, medio Menezo 

B2, medio Fluido oviductal humano para cultivo in vitro 2 y 3 HTF/IVC-2/3 y medio de cultivo de 

tejidos TCM-199, con la suplementación adicional de suero y/o un alimentador de capa de 

células somáticas (Niemann y Wrenzycki, 2000). 

Existe variación en los resultados obtenidos por el uso de diferentes medios de cultivo 

embrionario. Sagirkaya et al. (2006) compararon los medios de cultivo más comúnmente 

usados, el medio SOF que tiene mayor contenido de BSA y los medios KSOM y CR1, que 

tienen glutamina, mientras que SOF no la contiene. Los resultados obtenidos mostraron que 
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aunque los medios difieren poco en su composición, el desarrollo a estado de blastocisto en 

medio de cultivo SOF fue significativamente más alto que en medios CR1 y KSOM (p<0.05), 

aunque no hubo diferencias en tasas de desarrollo a estado 2 células, 8 células y mórulas entre 

los 3 grupos estudiados. El mayor número obtenido de blastocistos en medio SOF con 

aminoácidos puede ser debido al efecto inhibitorio y teratogénico de la glutamina sobre los 

embriones (Summers et al., 2005). De igual manera, en estos resultados se demostró que los 

blastocistos cultivados en medio KSOM con aminoácidos presentan mayores tasas de 

implantación, por lo que tienen un efecto positivo en el desarrollo. 

Las condiciones de cultivo empleadas con estos medios para desarrollo embrionario son las 

siguientes: temperatura óptima de 38.5 a 39 °C, 5.5% de CO2 en aire y 5 a 7% de O2. Tervit et 

al. (1972) alcanzaron mejores tasas de desarrollo en cigotos cultivados en atmósfera de 5% de 

O2, en lugar del 20% del aire. Este microambiente es requerido para el desarrollo embrionario y 

se obtiene dentro de una cámara incubador modular, que contiene una mezcla de gases, con 

87.5% de nitrógeno. El tiempo de cultivo es de 7 a 8 días y según el medio empleado, como en 

el caso del KSOM, se cambia a los 4 días a la segunda fracción del medio para brindarle al 

embrión los requerimientos según su desarrollo. En los primeros días de desarrollo 

embrionario, aparentemente el requerimiento proteico no es tan alto como al final. 

Se ha demostrado que agentes estresantes del medio ambiente de cultivo como son radicales 

libres de oxígeno e incremento de la temperatura, inducen cambios en la expresión génica en 

embriones de bóvidos. Sagirkaya et al. (2006) reportaron que la expresión de HSP70 en 

medios de cultivo CR1 con aminoácidos y KSOM con aminoácidos fue significativamente mayor 

que en medio SOF con aminoácidos (Holm et al., 1999, P 0.001). La evolución normal del 

desarrollo establece, al primer día, una célula, al segundo día dos células, al tercer día 4 

células, al cuarto día 8 células, al quinto día 16 células (mórula temprana), al sexto día estado 

de mórula, al séptimo día blastocisto temprano, séptimoïoctavo día blastocisto y octavo-

noveno día blastocisto expandido, al noveno día blastocisto eclosionado y al noveno-décimo 

día blastocisto expandido eclosionado. Con frecuencia, se presenta detención del desarrollo 

embrionario en el día cuarto, estado de 8 células por fallos durante la activación del genoma 

embrionario, lo cual se contrarresta parcialmente con ɓ-mercaptoetanol y derivados de factores 

de crecimiento. 

Los diferentes estados de desarrollo se pueden valorar mediante procedimientos de tinciones 

para embriones tempranos. Se emplea la coloración fluorescente de bisbenzimida Hoechst 
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33322, con una longitud de onda de 365 nm y se evalúan en microscopio con filtro de 

fluorescencia 200x y 400x. Los posibles embriones se clasifican según el estadio nuclear, que 

debe ser acorde al mencionado al inicio de este capítulo. Algunos presentan un PN sólo, sin la 

presencia de cabezas de espermatozoides, por lo que no fueron activados por penetración, si 

no divididos partenogenéticamente. 

IV.5. PROTEÓMICA  

La proteómica es una tecnología en desarrollo que investiga la estructura y función del conjunto 

de proteínas que conforman el proteoma, mediante la comparación cualitativa y cuantitativa 

para identificar mecanismos celulares implicados en los procesos biológicos (Carbonaro, 2004). 

Por otra parte, la proteómica funcional se puede definir como una estrategia a la información 

analítica que permita comprender mejor funciones de las proteínas en los órganos normales 

(Zhang et al., 2011). 

Sin lugar a dudas, el Proyecto Genoma Humano es uno de los acontecimientos científicos más 

destacados de este nuevo siglo, pero la descodificación del genoma humano es sólo la punta 

del iceberg y lo más complicado e importante será conocer el papel biológico de los productos 

génicos (las proteínas).  

El t®rmino ñproteomaò fue usado por primera vez por Wilkins (1996). El proteoma representa en 

la célula todos los posibles productos de los genes, es un elemento altamente dinámico y sus 

componentes pueden variar en una o múltiples células, tejidos u organismos, en un momento 

dado, como consecuencia de cambios en su entorno. Sus manifestaciones pueden variar por 

traducción, post-traducción, regulación y procesos de degradación, entre otros, que afectan la 

estructura primaria, localización y función. Obtener el proteoma de una célula es como tomar 

una fotografía de todas las proteínas en un momento determinado. El análisis del proteoma con 

ayuda de la espectrometría de masas ha sido un gran avance con oportunidades para su 

aplicación en el ámbito de la reproducción (Wright et al., 2012), y ha permitido el estudio de los 

espermatozoides y más concretamente sus proteínas (du Plessis et al., 2011)  

La proteómica tiene sus orígenes en la electroforesis en segunda dimensión (2D), la cual es 

considerada la piedra angular de la técnica de análisis del proteoma y fue desarrollada hace 

más de 3 décadas. El estudio de los genes no provee mucha información acerca del 

funcionamiento celular, porque las moléculas responsables de la función celular son proteínas y 

estas pueden sufrir más de 200 tipos de modificaciones post translacionales (Yanagida, 2002)  
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La misma proteína puede ser encontrada con diferentes propiedades y funciones, en diferentes 

ubicaciones. La proteómica busca caracterizar miles de proteínas expresadas dentro de las 

células, tejidos y organismos, con el fin de detectar biomarcadores de enfermedades y obtener 

mapas proteínicos, identificar nuevos sitios de fosforilación y detectar biomarcadores 

potenciales en reproducción (Du Plessis et al., 2011)  

Para estudiar la expresión global de proteínas, identificarlas y caracterizarlas, inicialmente fue 

la electroforesis en una dimensión (1D) el método de elección; Sin embargo, el procedimiento 

sólo permite distinguir las proteínas por diferencia en su peso molecular. En este sentido, debe 

tenerse en cuenta que en un extracto, muchas proteínas pueden tener peso molecular idéntico 

o similar, por lo que la resolución del proceso es limitada (Witting y Schagger, 2008). 

Con la electroforesis 2D se solucionó el problema de la limitada resolución de la electroforesis 

1D, en razón a que las proteínas son separadas basadas en dos propiedades: su peso 

molecular (pm) y su punto isoeléctrico (pI). La combinación de las propiedades amplifica la 

capacidad de resolución del procedimiento. La principal aplicación de la electroforesis 

bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE) es resolver o diferenciar proteínas de la 

misma talla o peso, por lo que se convierte en la herramienta más empleada en el análisis y 

separaci·n de los componentes del proteoma. Con la ñ2D-PAGEò se pueden resolver cientos o 

miles de puntos (spots) de proteína en un solo gel (Simula et al., 2012) 

La aparición o desaparición de puntos específicos de proteína indican diferencias en la 

expresión proteica, mientras que el grado de intensidad de los puntos provee información 

cuantitativa acerca de los niveles de expresión de la proteína. Se pueden obtener mapas 

proteómicos de diversos complejos proteicos y generar bases de datos de geles 

bidimensionales, capaces de comparar patrones. Estos sistemas permiten la comparación 

automática de los puntos, para la identificación precisa de las proteínas, necesaria en el 

análisis cuantitativo (Simula et al., 2012). 

En diversos estudios, la proteómica ha sido la herramienta fundamental para identificar las 

propiedades y funciones de las proteínas que participan en el mecanismo de regulación de la 

función del aparato reproductor del macho, permitiendo entender las interacciones de las 

proteínas del plasma seminal con la superficie celular de los espermatozoides (Strzezek et al., 

2005).  
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IV.5.1. PROTEÓMICA DEL PLASMA SEMINAL 

En los últimos años, diversos trabajos de investigación, mediante procedimientos de 

electroforesis bidimensional (2D-PAGE), han permitido demostrar que el plasma seminal de 

especies como la bovina contiene proteínas marcadoras, asociadas a toros de alta o baja 

fecundación (Killian et al., 1993, Jobim et al., 2004, Moura et al., 2006, Rocoletta et al., 2006., 

Kelly et al., 2006., Moura et al., 2007a; Novak et al., 2010, Sankhala et al., 2011a, 2011b, 

Stinshoff et al., 2012). 

En el plasma seminal se encuentran los prostasomas, pequeñas vesículas membranosas con 

diámetro de 50 nm, que son fuente de colesterol, fosfolípidos y proteínas. El fluido epididimal 

parece ser la principal fuente de prostasomas en carneros, humanos y toros en el plasma 

seminal (Assumpção et al., 2005, Kelly et al., 2006), aunque en toro también son secretados 

por las vesículas seminales (Agrawal y Vanha-Perttula, 1987). Tienen alto contenido de 

esfingomielina y muchas proteínas asociadas a ellos, así como enzimas, P25b y PDC-109 

(Girouard et al., 2008). En humanos se ha observado actividad inmunosupresora como 

protección al ataque del complemento, incremento en la motilidad espermática y estabilización 

de la membrana plasmática del espermatozoide (Saez et al., 2003) 

Las proteínas en el plasma seminal están implicadas en varios procesos relacionados con la 

fecundación: la preservación de la viabilidad de los espermatozoides en su proceso de 

maduración, las interacciones con el tracto reproductivo femenino, la protección y 

mantenimiento de la membrana celular frente a agentes externos (incluyendo eventos que 

producirían una prematura capacitación y/o reacción acrosómica, como es el caso del proceso 

de criopreservación) (Manjunath et al., 1994a, 2002) y el proceso de fecundación (Topfer-

Petersen et al., 2005), por lo que el plasma seminal es una fuente potencial de los 

biomarcadores proteínicos para muchos trastornos del sistema reproductor masculino 

(Davalieva et al., 2012). 

El plasma seminal tiene componentes que modulan el proceso de unión espermatozoides-ADN, 

ya que el plasma seminal antagoniza con la unión del ADN exógeno, ejerciendo una poderosa 

protección del espermatozoide. El ADN exógeno interactúa con proteínas de 30-35 KDa, las 

cuales están presentes en la superficie de las células espermáticas (Lavitrano et al., 1992). No 

obstante, los espermatozoides maduros tienen una protección natural para evitar la intrusión de 

ADN foráneo (Lavitrano et al.1997). Por lo tanto, este factor juega un papel importante 

actuando como una barrera natural y protegiendo el espermatozoide de intrusiones de 
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moléculas exógenas que pudieran comprometer su integridad y la identidad genética de la 

progenie (Spadafora, 1998).  

El plasma seminal contiene proteínas que pertenecen a dos familias: Espermadhesinas y un 

grupo con dominios Fibronectina tipo II. Esta última familia es la que predomina en la especie 

bovina y está representada por las proteínas BSP del plasma seminal del toro (Bovine seminal 

plasm, Binding sperm proteins, (Phospholipid-binding proteins), que incluyen la proteínas BSP 

A1- BSP A2 o PDC 109, BSP A3 y BSP de 30 kDa. Inicialmente las proteínas fueron llamadas 

según las cadenas de aminoácidos, por ejemplo, PDC 109 y la letra A por su naturaleza ácida. 

Las proteínas BSP se encuentran en casi todos los mamíferos (Manjunath et al., 1987, 1989), y 

proteínas homólogas de BSP también están presentes en cerdos, machos cabríos, caballos y 

carneros (Manjunath et al., 2007). Proteínas similares a las BSP están presentes en 

secreciones del plasma seminal de humanos, hámster y cerdos. 

La otra familia presente en el plasma seminal bovino, las espermadhesinas, son las principales 

proteínas en la especie porcina y equina, pero también se han encontrado proteínas homólogas 

a esta familia en bóvidos.  

IV.5.1.1. Proteínas BSP. 

Inicialmente nombradas como BSP, ñbovine seminal plasmò y debido a recientes 

descubrimientos de numerosos genes pertenecientes a la familia BSP, Manjunath et al. (2009) 

propusieron, en colaboración con el comité de nomenclatura genética, HUGO, una nueva 

nomenclatura para identificar a la superfamilia de prote²nas BSP: ñBinding sperm proteinsò 

(Soubeyrand et al., 1997, Manjunath et al., 2009). Las BSP constituyen la mayor fracción 

proteica (entre 50-70%) del plasma seminal del toro (Gwathmey et al., 2006; Kelly et al., 2006, 

Manjunath et al., 2007, 2009). 

De las BSP A1/A2, BSP A3, BSP 30 kDa, la concentración de BSP-A1/-A2 (PDC 109) es más 

alta y representa del 38% -41% del total, mientras que BSP-A3 y BSP-30-kDa representan el 

3%-4% del total de la fracción proteica (Nauc y Manjunath, 2000). La relación de las cantidades 

relativas de proteína PDC-109: BSP-A3: BSP-30-kDa encontradas sobre la superficie del 

espermatozoide, representan proporciones de 4:1:1 (Nauc y Manjunath, 2000).  

Las proteínas BSP A1/-A2, BSP-A3 y BSP-30 kDa, colectivamente llamadas proteínas BSP, 

han sido halladas en varias especies domésticas, siendo más abundantes en toro, caprino 
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(Souza et al., 2012), ovino, equino, visón y un componente menor en plasma seminal de 

verraco, rata, ratón, hámster y hombre y recientemente halladas en búfalo (Harshan et al., 

2009). Recientes estudios reportan también las BSP1, BSP3 y BSP5 dentro de la familia binder 

of sperm o BSP (Fan et al., 2006, Lusignan et al., 2011). En ganado murino, Plante et al. (2012) 

identificaron la proteína BSPH1. 

Estas proteínas interactúan con una variedad de ligandos, incluyendo diferentes tipos de 

colágeno, tienen capacidad de unión a fibrinógeno, heparina (Chandonnet, et al., 1990), 

Apolipoproteína AI (apo-AI), lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Manjunath et al., 1989) y 

calmodulina, lo que sugiere que estas proteínas son multifuncionales (Gasset et al., 1997) y 

potencian la capacitación del espermatozoide inducida por heparina o por lipoproteínas de alta 

densidad (Manjunath y Sairam 1987, Manjunath y Therien, 2002). 

IV.5.1.1.1. Propiedades bioquímicas de las BSP 

Las proteínas BSP A1/A2 también llamadas gonadostatina o PDC-109, constituyen la fracción 

proteínica más abundante en el plasma seminal (20-41 % (Manjunath et al., 1987, Calvete et 

al., 1994, y deben su nombre a 109 residuos de aminoácidos (Esch et al., 1983). Tienen 

idéntica secuenciación de aminoácidos y difieren sólo en el grado de glicolisación, pero son una 

entidad química única (Esch et al., 1983). Las BSP-A3 y BSP 30 kDa tienen diferente 

composición de aminoácidos respecto a la PDC-109 (Desnoyers et al., 1992).  

Todos los miembros de esta familia, con excepción de la BSP-A3, son glicosiladas. La BSP 30 

kDa, tiene peso molecular de 28000 a 30000 Da. La BSP-30 kDa es la mayor glicoproteína 

ácida del plasma seminal del toro, muestra actividad de unión a heparina y fosfolípidos y consta 

de 158 aminoácidos (Calvete et al., 1996b.), dispuestos en estructura de mosaico (Calvete et 

al., 1996a). Las proteínas BSP son ácidas y se presentan en cadenas simples de polipéptidos 

(Manjunath y Sairan, 1987). En presencia de heparina, la PDC-109 conserva sus 

características conformacionales incluso con incrementos de temperatura hasta de 70-75 °C 

(Sankhala et al., 2011b). 

Cada BSP está compuesta por un dominio único N-terminal, seguido por dos dominios de 

fibronectina tipo II (Fn2) (Manjunath et al., 2007). Cada dominio de las BSP-A1/2 está 

conformado por 38-41 aminoácidos. La BSP- A1 contiene un trisacárido, la BSP-A2 contiene 1 

disacárido y la BSP 30 kDa contiene 6 trisacáridos (Fan y Manjunath 2006). Comparando la 

secuencia idéntica de aminoácidos de las tres BSPs, se encontraron las siguientes relaciones 
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de similitud en conformación: entre PDC-109 y BSP-A3, un71.4%; entre PDC-109 y BSP-

30kDa, un 53.8%, y entre BSPA3 y BSP-30kDa, un 57.5%.  

Estas proteínas tipo Fibronectina II modulan la espermiogénesis por activación de la liberación 

de fosofatidilcolina y colesterol de las células espermáticas. Scolari et al. (2010) comprobaron 

que la PDC 109 disminuye o activa la movilidad rotacional del colesterol dentro de la 

membrana, debido a interacción con regiones específicas de aminoácidos (CRAC) que 

conforman la proteína. 

Sankhala et al. (2011a) demostraron in vitro para la PDC-109 similitudes en su función como 

molécula chaperona. Sus estudios sugieren que puede asistir el correcto plegamiento de 

proteínas, algunas de ellas involucradas en los procesos de capacitación espermática y pueden 

suprimir la agregación no específica de proteínas diana.  

Kelly et al. (2006), analizando en el plasma seminal de Bos taurus las proteínas de la familia 

BSP por electroforesis 2D y cromatografía líquida, identificaron 99 proteínas, de las cuáles 64, 

son componentes menores que no habían sido identificadas anteriormente y otras habían sido 

reportadas en otras especies. Al caracterizar las proteínas del plasma seminal del toro por 

electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida, encontraron los siguientes puntos de 

referencia: BSP-A1, con Pm de 16.5 kDa y rango de pl de 4.7ï5.0, BSP-A2 con 16 kDa y pl de 

4.9ï5.2, BSP-A3 con 15 kDa y pl de 3.6ï5.2 y BSP-30-kDa con 25-28 kDa y pl de 3.9, 4.8. La 

heterogeneidad de BSP-30 kDa se debe principalmente a su contenido de ácido siálico. 

Residuos de aminoácidos que interactúan con la fosforilcolina son conservados entre PDC-109, 

BSP-A3y BSP 30 kDa, indicando similitudes en los sitios en que las BSP interactúan con la 

membrana plasmática. Sin embargo el mapa del potencial electrostático de la BSP-A3 muestra 

un fuerte potencial negativo en la superficie del espermatozoide, mientras que el mapa de la 

PDC-109 y la BSP 30 kDa muestra potencial positivo en la superficie. Estas diferencias 

explican por qué Thérien et al. (1998, 1997) observaron que la BSP-A3 es menos efectiva al 

estimular la salida de colesterol y fosfolípidos de la membrana plasmática espermática que la 

PDC-109 y la BSP 30 kDa (Gwathmey et al., 2006, Figura 8). 
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Figura 8. Mapa del potencial electrostático de los dominios FN2 de la familia BSP. Las flechas 
indican los sitios de unión del espermatozoide a la proteína BSP (Tomado de Gwathmey et al., 2006). 

IV.5.1.1.2. Rol biológico de las BSP. 

Las BSP son secretadas por las vesículas seminales y se adsorben a la superficie del 

espermatozoide durante la eyaculación (Thérien et al., 1997) localizándose, principalmente, en 

la pieza intermedia del flagelo y de manera poco uniforme en la cabeza, acrosoma y post-

acrosoma (Manjunath et al., 1993, Manjunath et al., 1994b), lo que evita el movimiento libre de 

los fosfolípidos y estabiliza la membrana.  

Tras la eyaculación, los espermatozoides se mezclan con las secreciones de las glándulas 

sexuales accesorias, entre las que se encuentran las proteínas BSP (Manjunath et al., 2007), 

que remueven o extraen selectivamente colesterol y fosfolílidos (fosfatidil colina) produciendo 

una reorganización estructural de la membrana plasmática.  

Los sitios de unión-adsorción de las BSP con la membrana plasmática son los fosfolípidos de 

colina de la membrana (Desnoyers y Manjnath 1992), que constituyen más del 60% de los 

fosfolípidos de la membrana espermática, específicamente fosfatidilcolina (PC), fosfatidilcolina 

plasmalógeno (PC Plasm) y esfingomielina-SPM (Desnoyers y Manjunath 1992; Manjunath y 

Chandonnet 1994b).  

Las BSP interactúan también con heparina, Apolipoproteína A-I (ApoA-I), principal proteína de 

las lipoproteínas de alta densidad (Manjunath et al., 1989). Dentro de los 10-20 minutos 

siguientes, el espermatozoide viaja a través del moco cervical en el útero, dejando atrás la 

mayor parte de fluido seminal. La acción de las BSP junto con la salida del colesterol, induce la 

reorganización de la membrana.  

Carga positiva Carga negativa 
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Además, la unión de las BSP a los fosfolípidos de la membrana puede prevenir el movimiento 

de fosfolípidos y estabilizar la membrana. El espermatozoide es recubierto por las BSP y va 

viajando por el tracto reproductivo femenino, donde va siendo capacitado por las lipoproteínas 

de alta densidad (HDL). 

Manjunath et al. (1994a), demostraron que cada proteína BSP sola era capaz de estimular la 

salida de colesterol del espermatozoide epididimario, en dosis y tiempo dependiente. En sus 

experimentos se evidenció que el 25% del colesterol del espermatozoide fue removido a las 4 

horas de haber expuesto el espermatozoide a las BSP.  

Posteriormente, se alcanzó una fase de estacionamiento en la remoción, debido a la saturación 

de salida de partículas con colesterol. Estos autores postularon que la remoción de colesterol 

por las BSP también estaba acompañada por la remoción de fosfolípidos, como apoliproteínas 

(Rodríguez-Martínez, 2000, Tannert et al., 2007, Sankhala et al., 2011a). 

El espermatozoide unido a las proteínas BSP puede interactuar con HDL y estimular la 

segunda salida de colesterol (Müller et al., 1998, Gwathmey et al., 2003) del espermatozoide en 

el tracto reproductivo femenino, lo cual resulta en una disminución en la relación 

colesterol/fosfolípidos. Desde que el colesterol es reorganizado, se estabiliza el efecto sobre la 

membrana (Yeagle, 1985, Desnoyers y Manjunath 1992, Thérien et al., 1998). Esta salida se 

espera que provoque más reorganización o desestabilización de la membrana (Thérien, et al., 

1998).  

Las BSP A1/A2 son las principales proteínas del plasma seminal del toro que se unen a la 

heparina (Calvete et al., 1999), lo que afecta positivamente la fecundación, razón por la que se 

emplean in vitro para capacitar los espermatozoides del toro. Parrish et al. (1989) y Bosch et al. 

(2001) demostraron que la adición de heparina a los espermatozoides del toro, unidos a 

cultivos de epitelio endosalpingeal, aumenta la liberación de los espermatozoides del epitelio.  

La unión de proteínas BSP a la membrana espermática incrementa el número de sitios de 

unión de heparina sobre la superficie del espermatozoide (Manjunath y Therien, 2002, 

Gwathmey, 2006). La heparina, presente en el tracto reproductivo de la hembra y los GAG 

(Glicosaminoglicanos) (Therien et al., 2005) y HDL, componentes de los fluidos folicular y 

oviductal, inducen la capacitación espermática (Chandonnet y Roberts, 1990).  
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La unión de la PDC-109 a la heparina provoca un aumento significativo de la estabilidad 

térmica de la PDC-109, manteniendo su estructura bioquímica estable frente a cambios de 

temperatura y pH, cuando se compara con la proteína nativa (Sankhala et al., 2011a). El 

proceso de capacitación espermática se ve ayudado por compuestos, como la Caltrina, un 

péptido de 6 kDa, aislado del fluido seminal. El fluido folicular y oviductal también contienen 

factores como heparina y HDL. La proteína PDC 109 del plasma seminal del toro modula la 

maduración de las células espermáticas removiendo lípidos, principalmente fosfatidilcolina y 

colesterol de su membrana extracelular.  

Los mecanismos de salida del colesterol, mediados por proteínas BSP son unidireccionales 

(Moreau et al., 2000) y una breve exposición a BSP no estimula la capacitación del 

espermatozoide epididimal en ausencia de heparina o HDL (Manjunath y Therien, 2002; 

Fernández-Juan et al., 2006). 

Lafleur et al. (2010) demostraron que las interacciones entre la proteína BSP A1 y los modelos 

de membrana compuestos por fosfatidilcolina llevan a drásticos cambios en la morfología de los 

lípidos auto-ensamblados, y mostraron que en presencia de proteína, las vesículas alargadas 

de lípidos forman un collar de perlas (Figura 9) como las estructuras que evolucionan hacia 

vesículas o pequeñas estructuras filiformes. 

 

 

Figura 9. Estructura bi-dimensional de la familia de proteínas BSP. Las flechas indican los cuatro 
puentes disulfuro (Modificado de Lafleur et al., 2010). 

En toros, la PDC-109 (BSP-A1/A2) se une a la fucosa, la cual al parecer participa en la 

formación del reservorio oviductal por permitir la unión del espermatozoide al mismo. De igual 

manera, la BSP-A3 y BSP-30-kDa aumentan cada una la unión del espermatozoide al epitelio 

oviductal (Gwathmey et al., 2006, Ignotz et al., 2001). Este fenómeno que conlleva a la pérdida 

de afinidad de los espermatozoides capacitados por el oviducto, por la eliminación de estas 

proteínas de la membrana espermática durante el proceso de capacitación, brinda un efecto 
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protector sobre la motilidad espermática durante su almacenamiento en el epitelio oviductal 

(Gwathmey et al., 2006) (Figura 10). 

 

 
 

 

Figura 10. Las proteínas de la familia BSP, mejoran el almacenamiento del espermatozoide 
epididimal en el oviducto (p<0.001) (Tomado de Gwathmey et al., 2006). 

Datos experimentales indican que la fucosa es la fracción que se encuentra relacionada en la 

interacción entre el epitelio oviductal y el espermatozoide de la especie bovina (Lefebvre et al., 

1997, Bosch y Wright 2005).  

Tras la eyaculación, la proteína PDC-109 (BSP-A1/A2), asociada con la membrana plasmática 

del espermatozoide, le permite a los espermatozoides unirse al epitelio oviductal (Gwathmey et 

al., 2003, Ignotz et al., 2001).  

Este mecanismo propuesto (Figuras 11 y 12) explica la limitada capacidad de unión al epitelio 

oviductal de los espermatozoides que no han estado en contacto con los fluidos seminales 

(Gwathmey et al., 2003, Petrunkina et al., 2001).  

 

 

La presencia de PDC-109 libre en el plasma seminal 

impediría la unión de los espermatozoides al oviducto 
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En las células oviductales, la PDC-109, adherida a la 

superficie espermática, se une con residuos de 

Fucosa, lo que permite la adherencia de los 

espermatozoides al oviducto y la formación del 

reservorio. 

 

 

Tras la capacitación espermática, se pierde la PDC-109, 

lo cual facilita la liberación de los espermatozoides del 

reservorio oviductal. 

 

Figura 11. Bosch y Wright (2005) proponen un modelo que explica la asociación y posterior 
liberación de los espermatozoides de toro desde el epitelio oviductal (Adaptado de Suárez, 2002 por 
Bosch y Wright 2005). 

 

Figura 12. El exceso de proteínas BSP inhibe competitivamente la unión del espermatozoide al 
epitelio oviductal (P<0.001) (Tomado de Gwathmey et al., 2006). 

Durante la capacitación, la PDC-109 y probablemente las otras dos BSP se pierden del 

espermatozoide. Una vez capacitado el espermatozoide, éste pierde afinidad de unión al 

epitelio oviductal, por lo que la pérdida de las BSP durante la capacitación juega un rol clave en 

la liberación del espermatozoide del reservorio oviductal (Gwathmey, 2003).  

Recientemente, Jois et al. (2010), identificaron la BSP5 bovina, perteneciente a la familia BSP. 

La BSP5 con pm de 13 kDa, al igual que otros miembros de su familia, juega un rol en la 

capacitación espermática por remoción de colesterol y salida de fosfolípidos (Manjunath et al., 

2002 y Lefebvre et al., 1997). 
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La PDC-109 (BSP/A1 y BSP/A2) puede desempeñar un papel en la preservación de la 

fecundación del semen del toro, mientras que los espermatozoides están almacenados 

(Greube et al., 2001, Müller et al., 2002), ya que también contribuye a la estabilidad de la 

membrana mediante la inhibición de la actividad de la fosfolipasa A. Manjunath et al., 

1994a),demostraron que in vitro, la actividad de la proteína Kinasa C es inhibida por la PDC-

109, y propusieron que esto sirve para prevenir la prematura reacción acrosómica del 

espermatozoide en el tracto reproductor femenino. Thérien et al. (2001) le adjudica otra función 

a la PDC-109: prolongar la supervivencia espermática durante el almacenamiento en el 

oviducto, proceso éste reforzado por la ayuda de la BSP A3 y la BSP-30kDa (Moura et al., 

2006b). 

Todos los procesos anteriores permiten al espermatozoide permanecer estabilizado por unión 

al epitelio oviductal, en el tracto reproductivo de la hembra, hasta que el ovocito alcance el sitio 

para la fecundación y agentes capacitantes entren en el área de almacenamiento a iniciar la 

capacitación. Durante este tiempo de almacenamiento unido al epitelio oviductal, la motilidad, 

viabilidad y capacidad fertilizante del espermatozoide se mantienen (Suarez, 1998; Suarez 

2002). Lo anterior se corrobora in vitro, donde el cultivo con células del epitelio oviductal y sus 

secreciones son beneficiosas para la motilidad espermática (Gwathmey et al., 2006). 

Por otra parte, en el tema de protección, las proteínas BSP también se unen a componentes de 

diluyentes del semen, como yema de huevo, lipoproteínas de baja densidad y caseína de 

leche, usados para preservar el semen en procesos de congelación, ayudando en este tema a 

los espermatozoides durante su almacenamiento en nitrógeno líquido. Lusignan et al. (2011), 

mediante cromatografía de filtración de gel de las fracciones de la leche, comprobaron la 

interacción entre proteínas BSP y proteínas de la leche, que puede ser el origen de la 

protección del espermatozoide durante la preservación en leche. La caseína, la mayor proteína 

de la leche se ha propuesto como la responsable de este efecto protector. Dentro del 

fraccionamiento que se le hizo a la leche se encontró que la BSP-1 es la de mayor afinidad a 

las proteínas de la leche comparada con BSP3 y BSP5. Sin embargo, la continua exposición 

del espermatozoide al plasma seminal que contiene las BSP, es perjudicial para la membrana 

espermática, ya que la puede volver muy sensible al almacenamiento del espermatozoide en 

estado líquido o de congelación (Manjunath et al., 2007), por los cambios inducidos por la 

salida de colesterol y fosfolípidos. Una significativa disminución del 70-80% en la unión del 

espermatozoide a las proteínas BSP, fue observada después de la críopreservación 

(Manjunath et al., 2007; Calvete et al., 1996a). 
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Pérez-Pé et al. (2001b) reportaron en carneros que la adición de proteínas del plasma seminal 

a pajillas seminales, antes del tratamiento del shock por frío, evita lesiones en la membrana 

espermática del espermatozoide, por ejercer un efecto protector sobre la misma. Este efecto de 

adsorción de las proteínas del plasma seminal en la membrana plasmática es preventivo y 

reparador. Las proteínas de 14 kDa (P14-RSVP14) y 20 kDa (P20-RSVP20) identificadas 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 2D-PAGE son las responsables del efecto 

crioprotector en carneros (Barrios et al., 2005).  

Así, estudios de Barrios et al. (2000), Jobim et al. (2004) y Cardozo et al. (2006b, 2009), indican 

que las proteínas del plasma seminal revierten el daño del shock por frío sufrido por el 

espermatozoide durante el proceso de congelación y descongelación, donde se producen 

especies reactivas al oxigeno (ROS), afectando la integridad de la membrana espermática, 

produciendo daños irreversibles sobre el DNA y la motilidad espermática, que conllevan a 

disminución de la penetración de ovocitos y fusión del espermatozoide (Aitken 1995b). 

Recientes estudios, de Martinez-Soto et al. (2010) en humanos reportan que la genisteína, una 

isoflavona de soja con actividad estrogénica a concentración de 1 µmol/L y 10 µmol/L), mejora 

la criopreservación del semen por sus propiedades antioxidantes, disminución de producción 

de ROS y por modificación de los procesos de capacitación y reacción acrosómica, lo que 

reduce el daño de la membrana espermática, preserva la integridad del DNA e incrementa 

ligeramente la motilidad y viabilidad. 

Varias proteínas BSP son comunes al plasma seminal y el fluido epididimal de mamíferos, tales 

como: alpha-1-atirypsin, clusterina, lactoferrina, glutatión peroxidasa, prostaglandina D2 

sintetasa y superoxido dismutasa (Lafleur et al., 2010).Es interesante observar que la presencia 

de proteínas en el fluido epididimal no necesariamente indica su presencia en plasma seminal 

(Mortarino et al., 1998), pero algunas de las proteínas reportadas en el plasma seminal han 

sido reportadas en fluido epididimal de varios mamíferos ya que éste contribuye al eyaculado 

en espermatozoides o en pequeñas vesículas membranosas presentes en el plasma seminal 

(Kelly et al., 2006). Sin embargo, las BSP son proteínas principalmente provenientes de las 

vesículas seminales. El epidídimo es un sitio de secreción y reabsorción de proteínas. Esta 

reabsorción es selectiva y algunas proteínas que se encuentran en la porción proximal del 

epidídimo no se encuentran en su porción distal. El fluido producido por el epidídimo se diluye 

alrededor de 8-10 veces cuando se mezcla con las secreciones de las glándulas sexuales 

accesorias, en la eyaculación (Gerena et al., 1998). Esto hace difícil identificar con precisión las 
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proteínas epidimales en el plasma seminal y si son secretadas por las glándulas sexuales 

accesorias (Moura et al., 2006). Los espermatozoides epididimales están desprovistos de 

proteínas BSP, mientras que los espermatozoides eyaculados presentan BSPs adsorbidas a su 

membrana (Manjunath et al., 1994a).  

Sin embargo, las proteínas BSP no son el único grupo de proteínas que promueven la 

capacitación del espermatozoide y tienen implicación en la regulación de la exocitosis 

acrosomal; existen otras proteínas como: Espermadhesinas (Z-13), proteína ácida del fluido 

seminal (a SFP), fosfolipasa A2 (PLA-2), Plasmina seminal (SPLN), proteínas del shock 

calórico (HSPs) y Osteopontina (OPN), Clusterina, Prostaglandina D-sintetasa tipo Lipocalina  

(PDGS) (SP26), entre otras, que serán tratadas a continuación. 

IV.5.1.2. Espermadhesinas 

Las espermadhesinas integran la otra familia de importancia presente en el plasma seminal, 

(Haase et al., 2005; Tedeschi et al., 2000; Burns et al., 2011). Se identifican dos componentes 

de esta familia, la aSFP (proteína ácida del fluido seminal) y la Z13. Las espermadhesinas son 

importantes glicoproteínas de bajo peso molecular de 12-16 kDa, compuestas por entre 109 y 

133 aminoácidos. Son una familia que pertenece al grupo de proteínas de unión a la heparina, 

(HBPs: heparin binding proteins) que recubren la superficie de los espermatozoides en la 

eyaculación y participan en el proceso de capacitación. Son proteínas multivalentes, con 

capacidad de unir diversos tipos de ligandos y son las de mayor presentación en plasma 

seminal de suinos y équidos; además, están involucradas en la interacción espermatozoide-

ovocito (Bergeron et al., 2005). 

En la especie porcina, las PSP-I y PSP-II son las espermadhesinas más abundantes en el 

plasma seminal, mientras otras están presentes pero en menor cantidad como la AWN, AQN-1, 

AQN-3 (Calvete et al., 1997). En équidos, se han encontrado la HSP1, HSP2 y HSP-7 (Reinert 

et al., 1996). En el plasma seminal de carnero se encontró la espermadhesina de 15.5 kDa, con 

actividad estacional y localizada en la pieza intermedia del flagelo. Otras de importancia son: 

RSVP14, RSP15 (Bergeron et al., 2005; Cardozo et al., 2006a), GSP-14 kDa, GSP-15 kDa, 

GSP-20 kDa y GSP-22 kDa (Goat Seminal Plasma Proteins), homóloga a las BSP de toros. 

Todos estos resultados indican que la familia de las BSPs es ubiquitaria en el plasma seminal 

de mamíferos, existiendo diversas formas según la especie y probablemente con una función 

biológica común. 



Revisión bibliográfica  

  81  

 

IV.5.1.2.1. Espermadhesina Z-13 

Es una glicoproteína conformada por dos puentes disulfuro, con subunidades de 13 kDa, no es 

glicosilada y no se une a la heparina. Su secuencia de aminoácidos es similar en un 50% a la 

aSFP bovina (Tedeshi et al., 2000). Presenta una relación inversa con la fecundación, de hecho 

fue llamado factor antifecundación, mostrando mayor intensidad en su presentación, en fluido 

de glándulas accesorias de toros reproductores de baja fecundación (Moura et al., 2006b, 

Jobim et al., 2009, Dostolava et al., 1994) (Figura 13). 

 

Figura 13. Identificación de Espermadhesina Z-13, en un perfil proteico en eI plasma seminal de 
toros lecheros, de fecundación indexada, reportada como factor antifecundación. Identificada en el 
plasma seminal y en el fluido de las glándulas sexuales accesorias (Moura et al., 2006 b). 

La espermadhesina Z-13, es la segunda en abundancia en el plasma seminal del toro, después 

de las BSP A1/A2 (Moura et al., 2007a). 

Residuos de esta molécula Z-13 bovina, presentan similitud con la espermadhesina porcina 

PSP-1, aunque muestran diferentes características y tiene 43% de homología con inhibidores 

de la motilidad espermática (SPMI) en plasma seminal de humanos (Tedeschi et al., 2000). 

IV.5.1.2.2.Espermadhesina aSFP (acid Seminal Fluid Protein). 

Es secretada por vesículas seminales, ampollas y epidídimo (Moura et al., 2010), pero no por el 

testículo. Se une a la superficie del espermatozoide eyaculado y actúa como un factor 

decapacitante del espermatozoide del toro, previniendo la prematura capacitación y reacción 
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acrosómica (Dòstolovà et al., 1994). Es un factor de crecimiento, con efectos sobre las células 

granulosas del ovario. Tiene de 110 a 130 residuos de aminoácidos y un peso molecular de 14 

kDa. A diferencia de la espermadhesina porcina, la aSFP bovina no es glicosilada y no se une 

a heparina, ni se une al espermatozoide o zona pelúcida (ZP), por lo que no juega un rol en la 

interacción de gametos (Dostalova et al., 1994). 

Presenta un efecto dosis dependiente y altos niveles de esta proteína pueden inhibir la 

motilidad espermática y la actividad mitocondrial (Schoneck et al., 1996). Se pierde del 

espermatozoide después de la capacitación (Caballero et al., 2012). Paradójicamente, et al. 

(2006) la encontraron aumentada 8.5 veces en membrana espermática, en toros Nelore de 

mayor fecundación. 

Debido a su efecto decapacitante para que se produzca la FIV, es necesario que se libere esta 

proteína de la membrana espermática. Muestra poder de preservación de la membrana 

espermática por poseer un efecto antioxidante sobre la peroxidación lipídica de la membrana 

celular en el espermatozoide in vitro (Schoneck et al., 1996) por lo que se explica su presencia 

cuantitativamente mayor en toros con mejor congelabilidad del semen (Jobim et al., 2004).La 

aSFP es también conocida como inhibidora del estrés oxidativo (Schoneck et al., 1996). 

IV.5.1.3. Fosfolipasa A2 (PLA-2) 

Esta proteína del plasma seminal del toro, presenta un peso molecular de 60 kDa y un pI de 5.6 

(Soubeyrand et al., 1998; Moura et al., 2007a). Se relaciona con las proteínas asociadas a 

mayor fecundación, se encuentra presente en la superficie del espermatozoide de toro, 

acrosoma y pieza media, pero no en espermatozoide epididimal, lo que demuestra que algunas 

fosfolipasas son adsorbidas del plasma seminal a la superficie del espermatozoide (Miller y 

Winer, 1990).  

Estas proteínas se unen a la superficie del espermatozoide en la eyaculación, por interacción 

con fosfolípidos de colina en la membrana espermática y participan en la modificación lipídica 

de la misma durante la capacitación (Kelly et al., 2006) y en la síntesis de ácido araquidónico. 

Participa en la interacción espermatozoide-ovocito, siendo activada por la interacción con la 

zona pelúcida (Riffo y Párraga 1997, Yuan et al., 2003). También participa en la reacción 

acrosómica, fusión de membranas y tiene actividad antimicrobial (Moura et al., 2007a). La 

proteína BSP-5 promueve la fecundación, por estimular la salida de colesterol, pero grandes 
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cantidades van en detrimento de la fecundación (Manjunath.et al., 2002) Además, se ha 

demostrado su efecto inhibitorio sobre la actividad de PLA2 (Manjunath et al., 2002).  

IV.5.1.4. Plasmina seminal (SPLN)  

Esta es conocida como la proteína antimicrobiana secretada por las glándulas accesorias 

(Sitaram et al., 1997), e interacciona con las membranas espermáticas provocando un aumento 

en su fluidez que pudiera estar relacionado con la preparación de la célula para la reacción 

acrosómica (Shivaji et al., 1989). Inhibe la actividad de la acrosina en la exocitosis y actúa 

como un regulador del transporte de calcio en el espermatozoide bovino (Sitaram et al., 1997). 

IV.5.1.5. Proteínas del shock calórico (HSP) 

Las proteínas del shock calórico (HSP) son el producto de varias familias de genes que se han 

nombrado según su peso molecular: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y la de menor 

peso: HSP25/27 (Beere, 2004). Estas proteínas HSP (Heat shock proteins), son constituyentes 

normales de las células y su síntesis se aumenta con la exposición a diversas formas de estrés, 

por lo que participan de manera importante en los mecanismos de aclimatación y adaptación 

(Baraja-Váquez et al., 2005). Se han descrito como chaperonas moleculares, que participan en 

el ensamblaje y transporte de proteínas y polipéptidos, tanto en condiciones normales como por 

estímulos estresantes e interactúan con diversos sustratos de proteína, asistiendo las proteínas 

en su plegamiento (Georgopoulos y Welch, 1993; Garrido et al., 2001). De ahí que el nivel de 

adaptación de un organismo ante un estresor está en función de la expresión de HSP. Son 

reguladoras del mecanismo de apoptosis (antiapoptóticas y proapoptoticas), en particular, 

HSP27 y HSP70 podrían participar en la carcinogénesis (Garrido et al., 2001). En relación con 

la apoptosis, intervienen en la eliminación de las células dañadas.  

El mecanismo de las HSP para mantener la supervivencia celular se correlaciona con la 

inhibición del mecanismo de activación de las caspasas (Beere, 2004). En el contexto de la 

reproducción, las HSP participan en dos procesos claves de la fisiología ovárica, estando 

involucradas en los mecanismos de crecimiento celular, proliferación/apoptosis y en la acción 

de hormonas esteroideas mediadas por sus receptores (Helmbrecht et al., 2000). De igual 

manera, están involucradas en la patogénesis de ovario quístico (COD) (Isobe y Yoshimura, 

2000; Salvetti et al., 2007). 
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En condiciones adversas y como mecanismo de defensa del organismo ante cambios abruptos 

de tipo físico y químico, se expresan estas proteínas HSP, mediante unión a proteínas 

parcialmente desnaturalizadas, disociando agregados de proteínas y regulando el plegamiento 

correcto y la traslocación intracelular de proteínas sintetizadas de novo (Goodman y Blank, 

1998). Estas proteínas son inducidas a sobreexpresarse por diversos agentes estresantes 

además del calor, como anoxia, infecciones virales, intoxicación con metales pesados y 

radiación ultravioleta. 

Bañuelos-Valenzuela et al. (2005) encontraron que el miembro de la familia HSP que participa 

más activamente durante el estrés producido por el calor es la HSP70, uniéndose a proteínas 

desplegadas o plegadas inadecuadamente y ayudando a corregirlas y al transporte de las 

mismas (Kopecek, et al., 2001). 

La HSP60 y la HSP70 se encargan del transporte bidireccional entre la mitocondria y el 

citoplasma, ya que la condición mitocondrial se vería más activa en condiciones de estrés, 

porque las células obligatoriamente utilizan esta organela en el metabolismo de reservas 

energéticas, como carbohidratos para obtención de energía por lo que, en privación de 

alimentos aumenta la HSP60 y HSP70. La HSP90 es una chaperona que previene el plegado 

de proteínas desnaturalizadas por extremas temperaturas durante el choque térmico y protege 

selectivamente a las mitocondrias.  

IV.5.1.6. Osteopontina (OPN) 

La Osteopontina es una es una glicoproteína ácida multifuncional del plasma seminal, adquirida 

en la eyaculación (Souza et al., 2008), que se relaciona con toros de alta fecundación 

valorados y comparados en centros de inseminación artificial (Moura et al., 2006). Moura 

(2005) encontraron una correlación positiva (r = 0.48) de esta proteína con toros de alta 

fecundación. Varios mecanismos han sido atribuidos para relacionar la OPN con la fecundación 

(Cancel et al., 1999), de manera indirecta, a través de protección de la superficie epitelial de 

glándulas sexuales accesorias contra infecciones bacterianas (Brown et al., 1992). 

La OPN está constituida por 278 residuos de aminoácidos (Moura 2005). Killian et al. (1993) 

determinaron su peso molecular en 55 kDa con pI 4.5. En reportes de Denhardt et al. (2001) y 

de Wai y Kuo (2004), su peso molecular varió de 25 a 80 kDa.  
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Las fuentes principales de OPN en el plasma seminal son la ampolla y las vesículas seminales. 

No se detectó en tejidos de testículo, epidídimo, próstata y glándulas bulbo uretrales (Cancel et 

al., 1999) pero se localiza en la cola y cabeza del espermatozoide. En cuanto a su estructura, 

es una proteína rica en ácido aspártico, ácido glutámico y serina.  

La OPN bovina muestra homología del 40% en su secuencia de aminoácidos con la OPN de 

ratón, humano y cerdo. Pertenece a la familia de proteínas SIBLINGS (small integrin-binding 

ligand, N linked glycoprotein) (Moura, 2005). 

La OPN se expresa en diversos tipos celulares, es detectada en fluido de glándulas sexuales 

accesorias, células óseas, células tumorales en proceso de remodelación y es secretada por 

numerosos tipos de cáncer humano. Interviene también en la prevención de apoptosis (Wai y 

Kuo, 2004).  

En los túbulos seminíferos es sintetizada por células de Sertoli (Siiteri et al., 1995) y células 

germinales. La OPN está potencialmente involucrada en la adhesión celular y la migración. La 

expresión genética de la OPN fue detectada sólo en los túbulos seminíferos que contenían 

espermátidas elongadas, lo que sugiere que la expresión varía con el estado del epitelio de los 

túbulos (Souza et al., 2008). La expresión primaria de la OPN fue observada en las células 

epiteliales de la ampolla (Rodríguez et al., 2000). 

En procesos de MIV se obtuvieron mayores porcentajes (P<0.01) de división y mórulas-

blastocistos compactos (79.7 y 43.3% respectivamente), en tratamientos con OPN frente al 

grupo control (56.4 y 42.0%, P<0.05). La capacitación fue también valorada, y los grupos 

tratados con OPN presentaron espermatozoides mejor capacitados (14.4 y 13.6%, 

respectivamente (p<0.01)) que el grupo control (8.3%), por lo que este estudio concluyó que la 

OPN mejora la eficiencia de producción in vitro de embriones e influencia la capacitación 

espermática (Monaco et al., 2009; Killian et al., 1993; Moura 2005) estando involucrada en la 

unión espermatozoide-ovocito, fecundación y desarrollo embrionario temprano (Moura 2007a) 

(Figura 14). 
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Figura 14. Modelos de unión de las proteínas del plasma seminal A1/A2, 30 kDa y Osteopontina 
(OPN) en espermatozoides eyaculados, antes y después de la incubación con fluido oviductal ítsmico y 
ampular (Souza et al., 2008). 

La OPN se une al espermatozoide eyaculado a través de receptores de la familia integrina, que 

tienen un importante papel en la unión espermatozoide-ovocito y en la implantación y 

preimplantación. Esto explicaría la relación de la OPN con la fecundación. Esta compleja unión 

de la OPN con integrinas del ovocito es soportada por el hecho de que los ovocitos expresan 

varios tipos de receptores a las integrinas. Las integrinas espermáticas pueden unirse a OPN 

en el fluido oviductal, dado que la OPN está presente también en el oviducto y puede 

sintetizarse por células epiteliales oviductales (Gabler et al., 2003). Más aún, el complejo 

espermatozoide-integrina-OPN tiene el potencial de unirse a otras OPN con alta afinidad.  

Otra posibilidad de interacción de la OPN es con la CD44, glicoproteína presente en el 

espermatozoide del toro (Bains et al., 2002) y el ovocito (Schoenfelder y Einspanier, 2003). La 

CD44 pertenece a la familia del ácido hialurónico. La OPN participa en el evento unión 

espermatozoide-ovocito, formando una fuerte malla para entrelazarse. Aparentemente la OPN 

afecta la proporción de desarrollo de embriones en los estados tempranos. El efecto de la OPN 

ocurre después de la unión espermatozoide-ovocito. La expresión de la OPN se observa en 

ambos, plasma seminal y fluido oviductal. La disponibilidad de la OPN en el oviducto, donde 

ocurre la fecundación, podría garantizar la acción de la integrina y saturar el receptor CD44 
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sobre la superficie del espermatozoide, maximizando la posibilidad de fijarse al ovocito. Es 

posible que también se secrete en el lumen del oviducto afectando a los ovocitos antes de que 

entren en contacto con el espermatozoide (Figura 15). 

 

Figura 15. Figura 15. Modelo sugerido por Moura 2005, para explicar la interacción de la OPN con 
el espermatozoide eyaculado y el ovocito. 

Moura et al. (2007b) reportaron en toros Holstein la relación de la OPN en la penetración de 

espermatozoides al ovocito y la prevención de la polispermia en toros (Erikson et al., 2007). De 

igual manera, la OPN se relaciona positivamente con la viabilidad espermática posiblemente 

por el bloqueo de vías apoptóticas y aparentemente con la capacitación de los 

espermatozoides de toro a través de mecanismos indeterminados (Erikson et al., 2007).  

IV.5.1.7. Clusterina. 

La clusterina es una proteína de origen testicular y epididimal. Es una glicoproteína con dos 

sitios de unión a la heparina. En el toro es abundante en el hígado, cerebro y testículo. 

También está presente en plasma seminal y superficie de la células espermáticas de toro, 

hombre, y está involucrada en procesos de agrupamiento, adhesión celular y maduración 

espermática. Considerando su localización en el espermatozoide y su rol de transportador de 

lípidos esta proteína puede tener funciones biológicas similares a las mencionadas para BSP 

en cuanto a la función de protección de la membrana espermática durante la criopreservación 

(Jobim et al., 2004). Pero contradictoriamente, presenta una relación inversa con la 
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fecundación (Ibrahim et al., 2000). Por ello, su presencia en el semen del toro es un marcador 

potencial de semen de baja calidad (Ibrahim et al., 2000; Jobim et al., 2009). 

Está implicada en el mecanismo de captura de espermatozoides anormales de toro y carnero, 

por lo que los niveles de Clusterina en el semen están asociados con presencia de 

espermatozoides morfológicamente anormales y se relaciona negativamente con la motilidad 

espermática e índices de fecundación, incluida la tasa de no retorno. Se une a 

espermatozoides anormales provocando su aglutinación (Ibrahim, 1999; Ibrahim et al., 2000; 

Jobim et al., 2009). 

Se expresa como respuesta al choque térmico y estrés oxidativo, debido a que las células de 

Sertoli y epiteliales del epidídimo aumentan su producción y su unión a espermatozoides 

anormales, posiblemente para aminorar la desnaturalización y la estabilización de proteínas de 

la membrana celular. Previene el daño por estrés oxidativo del espermatozoide (Reyes-Moreno 

et al., 2002) y actúa como chaperona protegiendo el espermatozoide de efectos tóxicos de la 

precipitación de proteínas (Moura et al., 2006; Reyes-Moreno et al., 2002) Se ha detectado en 

espermatozoides de diversas especies, con anomalías morfológicas y se ha descrito que una 

espermiogénesis anormal es la causa de un aumento del número de células que contienen esta 

proteína (Ibrahim, 2001). Tiene potente actividad chaperona, similar a la de pequeñas proteínas 

del choque térmico, protegiendo a los espermatozoides de efectos tóxicos por precipitación de 

proteínas. 

IV.5.1.8. Proteína Prostaglandina D- sintetasa tipo Lipocalina (PDGS) (SP26). 

Proteína del plasma seminal, con peso molecular 26 kDa, pI 6.2, (Gerena et al., 2000), está 

presente en toros con altas tasas de fecundación, valorados in vivo (Killian et al., 1993; Gerena 

et al., 1998). Sin embargo existe un hallazgo contradictorio con tres isoformas de PDGS en 

fluido epididimario, donde se expresaron ampliamente en toros de baja fecundación (Moura et 

al., 2006b). Es la principal proteína secretada por las células epiteliales del epidídimo, aislada 

en plasma seminal, líquido de la cola del epidídimo y células de Sertoli, lo que sugiere alguna 

relación con la maduración espermática. Se ubica en la región apical del acrosoma del 

espermatozoide eyaculado (Gerena et al., 2000).  

La PDGS realiza un importante papel en el ciclo espermatogénico en la maduración y 

almacenamiento de espermatozoides en el epidídimo (Mortarino et al., 1998). Pero 

contrariamente, Moura et al. (2006b) encontraron 3 isoformas de esta proteína en fluido 
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epididimario aumentada en toros de baja fecundación, posiblemente, porque las proteínas del 

fluido de las glándulas accesorias pueden modificar estas isoformas durante la eyaculación 

Estudios con anticuerpos contra PGDS resultaron en disminución de tasas de FIV de 

embriones (Gonçalves et al., 2007), lo que resalta su relación positiva con la fecundación. 

Constituye menos del 0.1% del total de proteínas del plasma seminal de toros, es decir, 

aproximadamente 100 µg/ml de plasma. La concentración igualmente depende de la frecuencia 

de recolecta del plasma, encontrándose niveles insignificantes en el tercer eyaculado (Gerena 

et al., 1998). 

Es la proteína más predominante en el plasma seminal de toros de alta fecundación; su 

presencia es 3.5 veces mayor, en toros de alta fecundación (Killian et al., 1993; Gerena et al., 

1998), pero constituye menos del 0.1% del total de proteínas del plasma seminal. Tiene 

correlación positiva con motilidad espermática en el hombre (Souza et al., 2012), presenta un 

importante rol en el ciclo espermatozoide teratogénico y en la maduración de espermatozoides 

en el epidídimo.  

IV.5.1.9. Caltrina (Calcium transport inhibitor) 

Proteína de 6 kDa, es un péptido aislado del fluido seminal (Tannert et al., 2007). Identificada 

en cobaya, rata, ratón y toro, se localiza sobre el acrosoma del espermatozoide e inhibe la 

actividad de la acrosina en la exocitosis (Winnica, et al., 2000), así como la adquisición de 

Ca2+ por parte de espermatozoides epididimales en la especie bovina. 

IV.5.2. PREDICCIÓN DE LA FECUNDACIÓN DEL TORO BASADA EN LA PROTEÓMICA 

En los últimos años, la proteómica ha sido empleada para identificar el perfil de proteínas de 

toros de alta y baja fecundación, de tal manera que se puede emplear en la búsqueda de 

biomarcadores de fecundación (Kumar et al., 2012). 

En diversos trabajos mediante el procedimiento de electroforesis bidimensional en geles de 

poliacrilamida (2D-PAGE), se ha demostrado que el plasma seminal del toro contiene proteínas 

asociadas positiva o negativamente con la fecundación de los toros, las cuales son marcadoras 

y de valor para predecir su fecundación. Adicionalmente a estas proteínas marcadoras de 

fecundación, también se han detectado numerosas enzimas y proteasas inhibitorias de la 

fecundación en plasma seminal (Sullivan et al., 2004) de humanos y animales. La predicción de 

la fecundación por medio de proteínas biomarcadoras se puede determinar en diferentes 
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etapas del proceso reproductivo, y puede estar influenciada por diferentes grupos de proteínas; 

a continuación se describen las principales.  

IV.5.2.1. Proteínas asociadas a la alta y baja fecundación  

Dentro de las proteínas asociadas a la fecundación, el antígeno asociado a la fecundación 

(FAA) es una proteína de 31 kDa, de unión a la heparina (HBP, Bellin et al., 1998, Miller et al., 

1990, Peddinti et al., 2008) cuya presencia ha sido asociada con toros de alta fecundación 

(Moura et al., 2006a, McCauley et al., 2004) Esta proteína es detectada en vesículas 

seminales, próstata, glándulas accesorias y membrana espermática, y es reconocida por ser un 

marcador de fecundación (Sprott, et al., 2000). 

En fluidos de la cola del epidídimo, la fucosidasa y la catepsina D son las más predominantes 

2.3 y 2.4 veces mayor en toros de alta fecundación (p<0.05) que en toros de baja fecundación, 

respectivamente (Moura et al., 2006b). Por el contrario, isoformas de prostaglandina D 

sintetasa (PGDS, 24ï27 kd, pl 6.3ï5.8) fueron de 3.2 a 2.2 veces mayores en toros de baja 

fecundación (p<0.05).  

Múltiples proteínas de unión a la heparina (HBP) forman complejos de diferente afinidad por la 

heparina. La de mayor afinidad es el complejo HBP de 21-30 kDa (HBP-21.5, HBP-24 y HBP-

30), pero no es el más potente para los procesos de capacitación y reacción acrosómica, como 

sí lo es la HBP-B5 (Miller y Winner, 1990). La determinación de la presencia de este complejo 

en membrana espermática incrementó la fecundación de 9 a 40% en ganado de carne Angus 

rojo, Gelbvieh, Santa Gertrudis y sus cruces (Bellin et al., 1998).  

Los sitios de unión a heparina de espermatozoides bovinos y equinos se visualizan en mayor 

cantidad cuando son expuestos al plasma seminal que en los espermatozoides de la cola del 

epidídimo que no han sido expuestos a secreciones de las glándulas sexuales accesorias. 

Heise et al. (2010) observaron incremento de las tasas de preñez por los espermatozoides 

epididimales expuestos a plasma seminal. En équidos, las membranas plasmáticas de 

espermatozoides expuestos al plasma seminal in vivo o in vitro contienen una serie de 

proteínas ácidas de 15-17 kDa que no se encuentran en la cola del epidídimo y estas proteínas 

se encuentran unidas a la heparina (Thérien et al., 2001).  

La albúmina es otra proteína que se une al espermatozoide y puede también influenciar la 

capacitación a través de la habilidad de modular el colesterol de la membrana (Visconti y Kopf, 
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1998). Es posible que la alta expresión de la albúmina que puede mostrar actividad fosfolipasa 

junto a las BSP A1/A2 en el AGF de toros de alta fecundación mejore la capacitación y reacción 

acrosómica facilitando la penetración por parte del espermatozoide (Singleton y Killian, 1983). 

La albúmina en humanos absorbe peróxidos lipídicos, contribuyendo como protectora de la 

membrana espermática (Alvarez y Storey, 1995; Visconti y Kopf, 1998).  

Gaviraghi et al. (2010) compararon el perfil proteómico 2D de espermatozoides de toros de alta 

y baja fecundación; el estudio evidenció la expresión de varias proteínas relacionadas 

directamente con los niveles de fecundación (p<0.05). Estas proteínas están involucradas en 

las interacciones espermatozoide-ovocito. Los espermatozoides de alta y baja fecundación se 

diferencian por cuatro principales características consecuentes con mayor expresión de 

proteínas relacionadas con: metabolismo energético, comunicación celular, espermatogénesis 

y motilidad celular (Peddinti, et al., 2008).  

Kelly et al. (2006) indicaron que 33 proteínas con componentes mayores y menores de las BSP 

han sido correlacionadas positiva o negativamente con la fecundación de toros, entre otras: 

aSFP (acid seminal fluid protein), BSP A-3, PDC-109, BSP 30 kDa, clusterina, 

desoxirribonucleasa gamma, glutation peroxidasa, inhibidor 2 de metaloproteinasa, 

osteopontina, prostaglandina, espermadhesina Z13 y superóxido dismutasa (Nauc, y 

Manjunath, 2000; Gerena, et al., 1998; Cancel et al., 1997; Moura, 2006). 

En 1993, Killian et al., reportaron la presencia de 4 proteínas en plasma seminal del toro 

asociadas a la fecundación. Mediante electroforesis 2D-PAGE en plasma seminal se 

identificaron 2 proteínas con peso molecular de 26 kDa y 55 kDa y pI de 6.2 y 4.5 

respectivamente, en toros de alta fecundación; mientras que, dos proteínas de 16 kDa (pI 4.1) y 

16 kDa (pI 6.7) se presentaron de forma importante en toros de baja fecundación. Estas últimas 

proteínas pueden ser factores de antifecundación del plasma seminal, que incluyen factores de 

decapacitación descritos en varias especies: en humanos, human antifertility factor 1 (AF1), en 

conejos el factor estabilizante del acrosoma (ASF) y en toros plasmina seminal (SPLN). Estos 

factores inhiben la capacitación espermática, la reacción acrosómica o enzimas acrosomales, 

que finalmente interfieren con la fecundación. 

En el fluido de las glándulas sexuales accesorias de toros con altos porcentajes de fecundación 

se encontraron grandes cantidades de Osteopontina (OPN) y Fosfolipasa A2 (PLA2) respecto a 

toros de menor fecundación, por lo que la PLA2 es considerada como un posible marcador de 
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fecundación (Moura, 2005, Erikson, et al., 2007). La PLA2 está presente en la membrana 

plasmática de toros y está relacionada con eventos de la reacción acrosómica, fusión 

espermática (Yuan et al., 2003) y motilidad espermática (Bao et al., 2004), pero no se 

encuentra en el espermatozoide epididimal, lo que demuestra que algunas fosfolipasas son 

adsorbidas del plasma seminal a la superficie del espermatozoide (Breitbart y Spungin 1997).  

Para el caso de las BSP, las isoformas de BSP 30 kDa han sido relacionadas con toros de alta 

fecundación in vivo, posiblemente por su capacidad de actuar en la capacitación espermática 

(Moura et al., 2006a). Contrariamente Roncoletta et al. (2006) reportan mayores cantidades de 

esta proteína, de 14.5 kDa y pI 4,5, en toros de baja fecundación. 

Estudios en toros de baja fecundación demostraron que se mejoró la habilidad de los 

espermatozoides de la cola del epidídimo para penetrar ovocitos libres de zona, cuando estos 

espermatozoides fueron tratados con fluido de las glándulas sexuales accesorias (AGF) 

provenientes de toros de comprobada alta fecundación. Así mismo cuando los 

espermatozoides se trataron con fluido de las AGF proveniente de toros de baja fecundación, el 

efecto fue contrario al anterior (Moura et al., 2007). 

En otro estudio se evidenció que la penetración de ovocitos libres de zona por espermatozoides 

eyaculados de toros de baja fecundación, mejoró un poco cuando se utilizó plasma seminal de 

toros de alta fecundación, pero la penetración por espermatozoides de alta fecundación fue 

disminuida por exposición a plasma seminal de toros de baja fecundación (Moura et al., 2007b). 

De otra parte, el plasma seminal de toros de baja fecundación afectó la habilidad de 

penetración de espermatozoides de alta y baja fecundación, cuando el plasma seminal usado 

era ajeno a los espermatozoides que se estaban probando (Henault, et al., 1996). Las 

secreciones de las glándulas sexuales accesorias son capaces de mejorar la capacidad 

fecundante de los espermatozoides de toros recolectados de la cola del epidídimo (Henault et 

al., 1995). Las funciones del espermatozoide pueden verse afectadas por proteínas del plasma 

seminal, incluyendo la capacitación y reacción acrosómica (Manjunath y Thérien, 2002), la 

motilidad e integridad del DNA (Chen et al., 2002) y la interacción con el ovocito (Yuan et al., 

2003). 

En toros, la BSP-A3, proteína relacionada con baja fecundación (Killian et al., 1993) con pm de 

14.5 kDa y pI 4,5 fue 2.5 veces mayor en toros de baja fecundación (Roncoletta et al., 2006); 

similar a lo que ocurre con los toros, Novak et al. (2010) identificaron en sementales cuatro 
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proteínas del plasma seminal que presentaron relación negativa con la fecundación: calicreína-

1E2 (KLK2), clusterina y las proteínas del plasma seminal SP1 y SP2. De manera opuesta, la 

proteína rica en cisteína secretora 3 (CRISP3) se relaciona positivamente con la tasa de 

concepción (r = 0,495, p = 0,027), por lo que puede considerarse como un buen marcador de la 

fecundación en equinos. 

La nucleobindina, proteína con pm de 58 kDa y pI 5.6, está inversamente relacionada con la 

fecundación. Moura et al. (2007b) reportaron niveles bajos de nucleobindina en el fluido de las 

glándulas accesorias (AGF) de toros de alta fecundación (Figura 16). 

 

Figura 16. Mapa electroforético de Proteínas del fluido de las glándulas sexuales accesorias (AGF) 
en ganado lechero (Bos Taurus), separadas por SDS-2D PAGE, asociadas con la capacidad de 
penetración de ovocitos por espermatozoides de la cola del epidídimo. Tomado de Moura et al. (2007b). 

Starita-Geribaldi et al. (2001), en un estudio humano, compararon la expresión de pol péptidos 

en hombres fértiles e infértiles, evidenciándose que ciertos grupos de polipéptidos 

desaparecieron en el mapa proteómico de hombres infértiles por diversas alteraciones o en 

hombres vasectomizados. En humanos, se han sugerido principalmente tres proteínas 

relacionadas con la fecundación: a. La lLactato deshidrogenada C-4 (LDH-C4), encontrada en 

plasma seminal y originada principalmente por el daño de células espermáticas que se emplea 

como marcador para valorar los túbulos seminíferos. b. La inhibina B, considerada como 

marcador funcional del estado de las células de Sertoli, cuyos niveles en suero sirven para 

diagnosticar azoospermia. c. Hormona antimulleriana, cuya presencia en el plasma seminal 

refleja una espermiogénesis funcional (Starita-Geribaldi et al., 2001).  
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En la figura 17, se registran de igual forma la información de las proteínas AGF del toro C 

Nellore.  

 

Figura 17. Mapa electroforético de Proteínas del fluido de las glándulas sexuales accesorias (AGF) 
de toros Nellore (Assumpção et al., 2005). 

El efecto del AGF de toros de alta fecundación sobre espermatozoides epididimales es 

probablemente el resultado de proteínas específicas expresadas en el fluido de las glándulas 

sexuales accesorias (Moura et al., 2007a).  

Resultados previos demuestran el uso potencial de las proteínas marcadoras de fecundación 

como un método de diferenciación de la fecundación de los toros y de la facilidad de 

congelación del semen. La facilidad de congelación podría ser un indicador indirecto de 

fecundación en toros. En este sentido, los estudios de Cancel et al. (1997), Gerena et al. (1998, 

2000), Moura et al. (2005) y Jobim et al. (2004), mediante electroforesis 2D-PAGE identificaron 

en plasma seminal de toros, proteínas que predominaron para alta o baja congelabilidad del 

semen, y encontraron que 4 proteínas de 15ï16 kDa; pI 4.7ï5.2, 11ï12 kDa;pI 4.8ï4.9, 13ï14 

kDa;pI 4.0ï4.5 y 20ï22 kDa;pI 4.8ï5.2, corresponden a aSFP y Clusterina, y presentaron 

mayor concentración (p<0.05) en plasma seminal de toros con mayor facilidad de congelación, 

mientras que la proteína de 25-26 kDa y pl 6.0ï6.5 fue más abundante en muestras de plasma 

seminal de toros de baja facilidad de congelación. Los resultados señalan a la aSFP y la 

Clusterina, como marcadoras de congelabilidad del semen (Jobim, et al., 2004). Así mismo, las 

grandes cantidades de BSP que se observan en muestras de toros de fácil congelación pueden 

proveer protección a las membranas de los espermatozoides durante procedimientos de 

congelación de semen.  
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El punto de 25ï26 kDa y pI 6.0ï6.5 puede corresponder a la prostaglandina D sintetasa, tipo 

lipocalina (PGDS), relacionada con alta fecundación del toro (Killian, et al., 1993) y la fácil 

congelación del semen (Roncoletta, et al., 2000). Pero este estudio difiere de otros ya qué 

estuvo presente en el 100% de los toros de baja fecundación y sólo en 30% de toros de alta 

fecundación. Por el contrario, Roncoletta et al. (2000), encontraron 40% más de esta proteína 

en toros de alta fecundación y con mayor congelabilidad y le atribuyeron a PGDS la capacidad 

de participar en modificaciones de permeabilidad de la membrana celular. Este hallazgo puede 

ser debido a que en la electrofóresis 1D, proteínas de diferentes puntos isoeléctricos pueden 

tener el mismo peso molecular. 

Estudios posteriores de Jobim et al. (2009) señalan además a la Albúmina y Osteopontina 

como proteínas que se relacionaron con mejor congelabilidad del semen y de manera opuesta, 

la proteína P25b, que muestra actividad anticongelante (AFPs), es una proteína espermática de 

origen epididimario, considerada marcador de fecundación bovina, asociada con la membrana 

plasmática. Bajos niveles de esta proteína están asociados con subfecundación en toros. Esta 

proteína aparecía asociada con vesículas membranosas que incrementan en cantidad a lo 

largo del epidídimo. Esta proteína parece ser un marcador de maduración epididimaria en toros 

(Frenette y Sullivan, 2001). 

Cardozo et al. (2009) reportaron en óvidos mejora significativa (p<0.05) en la integridad, 

motilidad y viabilidad espermática, evidenciada en el aumento de la calidad espermática de 

muestras seminales descongeladas cuando se adicionaron proteínas específicas del plasma 

seminal al medio de criopreservación. Entre las proteínas relacionadas con la motilidad se 

reportan: BSP A1/A2 (Sanchez-Luengo et al., 2004); aSFP (Schoneck et al., 1996); Fosfolipasa 

A2 (PLA 2, Bao et al., 2004) y Espermadhesina Z13.  

El trabajo de Killian et al. (1993) ha dado lugar a un modelo de regresión para predecir la 

fecundación de los toros asociando las proteínas de mayor presentación en toros de mala o 

buena fecundación, con un valor de R= 0,89 (Ax, 2008). En la actualidad, existen compañías 

comerciales que tienen pruebas que permiten identificar, como en los test de embarazo casero, 

cambios de color en la muestra como indicativo de la presencia o ausencia de alguna de estas 

proteínas marcadoras de la fecundación en muestras seminales. Por ejemplo la presencia de 

antígeno asociado a la fecundación FAA, en plasma seminal indicaría que ese toro debería 

presentar mayores índices de fecundación (McCauley, et al., 2004). 
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IV.5.2.2. Proteínas relacionadas con la Reacción Acrosómica e interacción espermatozoide-

ovocito 

Entre las proteínas relacionadas (Figura 18), se reporta las fosfolipasa A2 (PLA2) (Yuan et al., 

2003). La Osteopontina (OPN) está relacionada con desarrollo embrionario temprano (Moura et 

al., 2006a). 

 

Figura 18. Diagrama de aspectos de fisiología espermática y fecundación, que son potencialmente 
influenciados por las proteínas identificadas en AGF en toros Holstein (tomado de Moura et al., 2007). 

En la figura 18 se puede apreciar que después de la eyaculación, la unión de las proteínas BSP 

y la albúmina, contribuyen a la capacitación, y a nivel del tracto reproductivo femenino, la 

protección de los espermatozoides podría estar mediada por proteínas AGF como la aSFP, 

clusterina, 5-nucleotidasa y la albúmina. Por otra parte, cuando el espermatozoide entra en 

contacto con la capa del cumulus, la interacción y remodelación con la matriz extracelular 

(ECM) pueden ser muy importantes. 

La PLA2 secretada por las AGF actúa durante la reacción acrosómica y la fusión de 

membranas y se ha reportado su actividad antimicrobiana. La interacción espermatozoide-

ovocito también involucra la Osteopontina. La motilidad espermática es indispensable para que 

ocurra la fecundación in vivo y puede ser afectada por aSFP, espermadhesina Z13 y 5-

nucleotidasa. Las funciones de nucleobindina y ADP ribosiltransferasa, dos nuevas proteínas 

detectadas en la AGF, están en estudio (Moura et al. (2007).  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS  

V.1.  LOCALIZACIÓN 

El estudio se realizó en el Centro de Investigaciones la Libertad de la Corporación Colombiana 

de Investigación Agropecuaria, Corpoica (Figura 19), localizado en el municipio de Villavicencio 

del departamento del Meta - Colombia, ubicado bajo las coordenadas: 4.05788904164 -

73.4670889746 (Km 17 vía Puerto López, Meta). Su altura sobre el nivel del mar es de 336 m, 

con temperatura promedio de 28 °C que varía bruscamente durante las 24 horas del día y entre 

la época de lluvias (23.6 °C) y la época seca (28.5 °C). La humedad relativa se encuentra entre 

el 80 al 85% en la época de lluvias y de 50 a 55% en la época seca, variables climáticas que 

integradas por el índice de temperatura/humedad representan valores para las dos época de 

71.0 y 79.1 respectivamente. La precipitación pluviométrica está entre 3000 y 3500 mm/año. 

Estas características según la clasificación de Holdrige la determinan como bosque húmedo 

tropical. 

 

Figura 19. Panorámica del centro de investigaciones la Libertad de CORPOICA 

V.2. MATERIAL BIOLÓGICO 

El material biológico utilizado para los experimentos se obtuvo de 14 machos Bos taurus y Bos 

indicus de las razas San Martinero y Cebú Brahman (Figuras 20 y 21), en etapa reproductiva, 

con edades promedio de 3 años, mantenidos en buen estado de salud y alimentados en 

pastoreo rotacional con pasturas de Brachiaria Decumbens y sal mineral, y de tractos 
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reproductivos de vacas sacrificadas en una planta de beneficio local (Frigoriente del Meta, en 

Villavicencio).  

 
 

Figura 20. Toros reproductores de la raza San Martinero. (Animales experimentales) 

 

Figura 21. Toros reproductores de la raza Cebú Brahman. (Animales experimentales) 

V.3. REACTIVOS QUÍMICOS  

Los reactivos químicos empleados en los procesos experimentales de evaluación de eficiencia 

reproductiva, criopreservación, producción in vitro de embriones y electroforesis fueron como 

mínimo de calidad para análisis (PA) y salvo que se indique lo contrario marca Sigma Aldrich.  

V.3.1. REACTIVOS Y MEDIOS EMPLEADOS PARA ELECTROFORESIS 

Para la electroforesis se emplearon: 

 Tiras de poliacrilamida con pH (3-10) inmovilizado (IPGs), aceite mineral Bio-Rad, 

etanol, metanol, glicina y ácido acético de Merck y úrea del laboratorio Carlo Erba. 
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 Geles de Poliacrilamida: Los geles se prepararon a partir de Acrilamida al 30%, Tris-

Base 1.38M, EDTA 0.5M, Dodecil sulfato sódico (SDS) al 10%, Tetrametiletilendiamina 

(TEMED) como catalizador y Persulfato de amonio (APS) al 10% como iniciador. 

 Solución de tinción: Para la tinción se utilizó azul de Coomasie al 0.025%, metanol y 

ácido acético glacial. 

 Solución decolorante: Estuvo compuesta de metanol al 30% y ácido acético glacial al 

10%. 

 Tampón de cubetas: El tampón de cubetas se compuso de SDS al 0.1%, Glicina 192 

mM y Tris 25 mM.  

 Tampón para rehidratación de tiras: Este tampón estaba compuesto por Urea 8M, 

Tributil fosfina (TBP) 2mM, CHAPS al 4%, Ampholytes al 0.2% (pH 3-10) y azul de 

bromofenol al 0.0002%.  

 Tampón de corrida 1D: Compuesto por azul de bromofenol al 1%, SDS al 2%, TRIS 

0.027 M, EDTA al 0.0018 y glicerol al 25%. 

 Medios de equilibrio de las tiras IPGs: Este procedimiento se realiza en dos fases, en 

ambas, el tampón está compuesto por SDS al 2%, urea 6M, Tris 0.375M (pH 8.8) y 20% 

de glicerol. La diferencia entre las dos partes la constituyen los ingredientes que se 

adicionan. En la primera fase (buffer I) al stock se adiciona 2% (w/v) de DTT, mientras 

que en la segunda fase (buffer II) se adiciona Iodoacetamida al 2.5 % (w/v). 

V.3.2. REACTIVOS Y MEDIOS PARA PROCESOS IN VITRO DE PRODUCCIÓN DE 
EMBRIONES BOVINOS. 

Para la producción in vitro de embriones se emplearon reactivos para cultivo celular (cellular 

tissue, CT) y testados para embriones (embryo tested, ET) marca Sigma®. 

Los medios empleados para transporte de ovarios, colecta, maduración y fecundación de 

ovocitos y desarrollo embrionario, se prepararon bajo cabina de flujo laminar. Para los medios 

de maduración, fecundación y desarrollo embrionario se utilizó agua para transferencia de 

embriones Sigma®.  

Para los demás medios se utilizó agua ultrapura desionizada a 18.2 megahoms-cm. Todos los 

medios se filtraron a través de membranas de 0.22 µm, y se almacenaron a -120 °C hasta su 

utilización. 
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Se empleó suero fetal bovino (SFB) marca Gibco®, el cual se inactivó por calentamiento a 56 

°C por 30 minutos. Posteriormente se sometió a doble filtración, en una primera instancia con 

membrana de 0.8 µm, y luego con membrana de 0.22 µm y finalmente se alicuotó y almacenó 

en ultra congelador a -120 °C. 

 Medio de transporte de los ovarios: El medio estuvo constituido por solución salina 

fisiológica, suplementado con penicilina y estreptomicina (Tabla 1.) 

Tabla 1. Concentración de los componentes del medio de transporte de ovarios.  

Componentes Concentración 

Solución salina fisiológica 0,9% 1 litro 
Penicilina 10.000 UI/mL 
Estreptomicina 500 mg/L 

 Medio para colecta de ovocitos: Compuesto por (medio de cultivo tisular) TCM 199 con 

sales de Hanks, (4 - (2-hidroxietil)-1-ácido piperazineethanesulfonic) HEPES  10M, SFB, 

Penicilina-Estreptomicina y Anfotericina. El medio se filtró a través de una membrana de 

0.22 µm (Tabla 2). 

Tabla 2.  Concentración de los componentes del medio para colecta de ovocitos 

Componentes Concentración 

Medio TCM 199 modificado con sales de Hanks, L glutamina, rojo fenol y bicarbonato (M-0393) 10.600mg/L 

HEPES 1M 10 mM 

Suero fetal bovino (SFB) 5 % 
Penicilina-Estreptomicina 10.000 UI/mL 
Anfotericina 10 mg/mL 

 Medio para maduración de ovocitos: Compuesto por TCM 199 con Bicarbonato, se 

suplementó y equilibró 8 horas antes de su uso con: SFB, Penicilina-Estreptomicina, 

Anfotericina, Factor epidermal de crecimiento (EGF), piruvato de sodio y L-Glutamina, 

en incubador con atmósfera humidificada a 38.5 °C y 5% de CO2 (Edwards y Hansen 

1996). (Tabla 3.) 

Tabla 3. Concentración de los componentes del medio para maduración de ovocito 

Componentes Concentración 

M199 con L-Glutamina y sales de Earle y bicarbonato (M-0393) 9.800 mg/L 
NaHCO3 (S-5761). 26.2 mM 
Suero fetal bovino (SFB) 10 % 
Penicilina-Estreptomicina 10.000 UI/mL 
Anfotericina 10 mg/mL 
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 Medio para capacitación espermática: Se utilizó el medio Sperm-Talp, como lo 

describen Parrish et al. (1988), suplementado con albúmina sérica bovina (BSA) 

fracción V, Penicilina-estreptomicina y Piruvato, equilibrado 8 horas antes de su uso en 

incubador con atmósfera humidificada a 38.5 °C y 5% de CO2. La selección y lavado de 

los espermatozoides se realizó por centrifugaciones en gradiente de Percoll® 90% y 

45% en Sperm-Talp (Tabla 4, 5 y 6). 

Tabla 4. Concentración de los componentes del medio Sperm-Talp Stock para procesos 

de capacitación espermática. 

Componentes Concentración 

NaCl (S-5888) 
KCl (P-5405) 
NaH2PO4H2O (S-9638) 
Ácido láctico (L-7900) 
CaCl22H2O (C-7902) 
MgCl26H2O (M-2393) 
HEPES (H-6147) 
NaHCO3 (S-5761) 

100 mM 
3.2 mM 
0.3 mM 

21.5 mM 
2 mM 
0ô4 mM 
10 mM 
25 mM 

Tabla 5. Medio Sperm-Talp-suplementado 

Componentes Concentración 

Medio Sperm-TL Stock 
BSA (A-3311) 
Piruvato de sodio Stock 
Penicilina/Estreptomicina 

50 ml 
6 mg/mL 

1 mM 
10.000 UI/mL 

Tabla 6. Concentración de los componentes del gradiente de Percoll para procesos de 

capacitación espermática. 

Percoll 90%, 10X Sp-TL-STOCK 
Componentes 

Concentración 

NaCl (S-5888) 
KCl (P-5405) 
NaH2PO4H2O (S-9638) 
HEPES (H-6147) 

799ô96 mM 
30'85 mM 
28ô98 mM 
99ô87 mM 

  

Percoll 90% (200 mL) 
Componentes 

Concentración 

10X Sp-TL Stock 
NaHCO3 (S-5761) 
Ácido láctico (L-7900) 
Percoll (P-4937) 
MgCL26H2O de stock 0.1M (M-2393) 
CaCl2 de stock 1M (S-5761) 

20 mL 
25 mM 

43ô57 mM 
180ô00 mL 
0ô395 mM 
1ô95 mM 

 Medio para FIV: Para el procedimiento FIV se empleó el medio TALP (Tyrode albumin 

lactate pyruvate) modificado (Parrish et al., 1986) suplementado con medio para FIV 
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(medio FIV), albúmina sérica bovina (BSA), penicilina-estreptomicina, piruvato de sodio 

y heparina (Parrish et. al., 1988).  

Este medio fué suplementado 8 horas antes de su uso con heparina y 30 minutos antes de la 

inseminación con penicilamina-hipotaurina y epinefrina (PHE) (Parrish et al., 1986) y se 

equilibró en incubador con atmósfera humidificada a 38.5 °C y 5% de CO2 (Tabla 7, 8, 9 y 10). 

Tabla 7. Concentración de los componentes del medio de FIVïStock para procesos de 

fecundación in vitro. 

Medio de fecundación FIV-Stock 
Componentes 

Concentración 

NaCl (S-5888) 
KCl (P-5405) 
NaH2PO4H2O (S-9638) 
Ácido láctico (L-7900) 
CaCl22H2O (C-7902) 
MgCl26H2O (M-2393) 
NaHCO3 (S-5761) 

114 mM 
3.2 mM 
0.3 mM 
10 mM 

2 mM 
0.5 mM 
25 mM 

Tabla 8. Medio FIV-Talp 

Componentes Concentración 

Medio FIV Stock 
BSA FAF (A-8806) 
Piruvato de sodio Stock 
Penicilina-Estreptomicina 

50mL 
6 mg/mL 
0.2 mM 

10.000UI/mL 

Tabla 9. Medio FIV-Talp suplementado 

Componentes Concentración 

Penicilamina-Hipotaurina-Epinefrina ï PHE 
Heparina Stock 

25 µL / pocillo 
1.75 UI/mL 

Tabla 10. Concentración de los componentes del penicillamine - hypotaurina y epinefrina 

(PHE) empelados en el medio de FIV 

Solución A :1 mM Hypotaurina (10mL) 
Componentes 

Concentración 

Solución Salina 
Hipotaurina (H-1384) 

10 mL 
1 mM 

  

Solución B: 2mM Penicillamine (10mL). 
Componentes 

Concentración 

Solución Salina 
Penicillamina (P-5000) 

10 mL 
99ô87 mM 

  

Solución C : Lactato de sodio metabisulfito de sodio (50mL) 
Componentes 

Concentración 

Ácido láctico (L-7900) 
Metabisulfitode sodio (S1516) 
PBS 

29ô43 mM 
5ô29 mM 

50 mL 
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Solución D:µM Epinefrina (40mL) 
Componentes 

Concentración 

Solución C 
Epinefrina (E-4250) 

40 mL 
0ô25 mg 

10 mL de soluciónA + 10mL soluciónB + 4 mL de soluciónD + 16 mL de PBS 

 Medio para cultivo embrionario: El medio empleado fue SOF (Fluido oviductal sintético, 

(Tervit et al., 1972, Gardner et al., 1994, Holm et al., 1999) suplementado con 5% de 

SFB y equilibrado ocho horas antes de su uso en placas de 4 pocillos Nunc® en 

incubador con atmósfera humidificada a 38.5 °C, y 5% de CO2. Se trabajó en 

microgotas de 50 µL recubiertas por aceite mineral (Tabla 11). 

Tabla 11. Concentraciones de los componentes del medio para cultivo embrionario fluido 

oviductal sintético (SOF) 

Medio SOF stock - SOF stock A 
Componentes 

Concentración g/mol 

Na Cl (g) 
KH2PO4 (g) 
KCl (g) 
MgSO47H2O (g) 
Lactato de Sodio (ml) 

58.44 
136.1 
74.55 
120.4 
112.1 

Cada uno de los medios stocks se filtró en membrana de 0.22 µm 
 

SOF stock B (solución bicarbonato) 
Componentes 

Concentración g/mol 

NaHCO3 (g) 
Rojo de fenol 

84.01 
376.40 

 

SOF stock C (solución piruvato) 
Componentes 

Concentración g/mol 

Piruvato de sodio (g) 110.0 
 

SOF stock D (solución cloruro de calcio) 
Componentes 

Concentración g/mol 

CaCl22H2O 147.0 
 

Medio SOF Final 
Componentes 

Concentración mL 

Agua 
Citrato de sodio tribásico 
Myo-inositol 
SOF- Stock A 
SOF- Stock B 
SOF- Stock C 
SOF- Stock D 
B<ME 50x 
MEM 100x 
Glutamina 200 Mm 
Gentamicina 
SFB 

78 
0.01 

0.050 
10 
10 

1 
1 
3 
1 

0.1 
0.5 
5% 
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 Medio para tinción de ovocitos: Para valorar los resultados del proceso de FIV, previo al 

proceso de tinción, se denudaron los ovocitos en medio compuesto por 150 µL de 

hialuronidasa (0.1 mg/mL) y 350 µL de Solución salina tampón fosfato de Dulbecco 

(DPBS). Posteriormente se transfirieron a medio de fijación constituido por 

glutaraldehído al 0.5% en DPBS y más tarde se a medio de tinción a base de Hoechst 

3342 (1mg/ml) en DPBS con 1% de alcohol de polivinilo (PVA). 

V.3.3. REACTIVOS Y MEDIOS PARA CONGELACIÓN DEL SEMEN 

El medio de congelación empleado a base de Citrato-Fructosa estuvo conformado para un 

volumen de 1000 ml de agua ultra pura (UP), Citrato de sodio 29g, Fructosa 12.5g, Penicilina 

500UI y Estreptomicina 1 mg. De este medio base se prepararon dos diluyentes (A y B): 

Diluyente A: Citrato: fructosa 80% y yema de huevo 20%. Conservación a 2 °C y Diluyente B: 

Diluyente A 86% y Glicerol 14%. Conservación a 2 °C. 

V.4. OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

V.4.1. OBTENCIÓN DE MUESTRAS SEMINALES  

Se colectaron para cada raza (SM y CB), 3 eyaculados por animal en la época seca y lluviosa, 

con un intervalo de 15 días entre colectas. Las muestras fueron obtenidas por el método de 

electro eyaculación, con equipo Electrojac IV en modo automático. El circuito produce una serie 

de 32 ciclos y cada ciclo brinda una intensidad ligeramente superior. Cada ciclo dura 2 

segundos, con una pausa de 2 segundos. Posterior al análisis de calidad seminal, se obtuvo el 

plasma seminal, y el semen sobrante se dejó para criopreservación en pajillas de 0.54 ml. 

V.4.2. OBTENCIÓN DE PLASMA SEMINAL 

El plasma seminal se obtuvo por centrifugación de 2 ml de semen a 12.000 x g en micro 

centrífuga a 4 °C por 5 minutos. El sobrenadante se centrifugó por segunda vez en idénticas 

condiciones y se pasó por filtro Millipore de 0.22 µm. Luego se identificó, almacenó en viales y 

se congeló a -80 º C hasta su uso.  

V.4.3. OBTENCIÓN DE OVARIOS 

Los ovarios se obtuvieron en plantas de sacrificio de vacas comerciales con edades entre 4 y 6 

años inmediatamente después del sacrificio. Para la selección se tuvo en cuenta que los 

ovarios no procedieran de tractos reproductivos con procesos patológicos. Los ovarios se 
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transportaron en termos con solución salina al 0.9% con penicilina y estreptomicina, a 26ºC de 

temperatura en un periodo máximo de 3 horas hasta el laboratorio (Figura 22).  

 
 

Figura 22. Ovarios de vacas de matadero y recipiente con ovarios y medio de transporte de ovarios. 

V.4.4. OBTENCIÓN DE OVOCITOS INMADUROS 

Una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron dos veces con solución salina al 0,9% con 

penicilina y estreptomicina, a 26ºC de temperatura, con el fin de retirar material contaminante y 

sangre. Posteriormente se seleccionaron y aspiraron (con aguja G18 y jeringa de 20 ml) ovarios 

que no presentaran estructuras quísticas, que estuvieran en fase folicular (Orsi et al., 2005), 

que no estuvieran atrésicos, con un diámetro de 2-6mm y se eliminaron los contenidos de 

folículos de tamaño mayor a 6 mm de diámetro.  

Los ovocitos se obtuvieron por el método de corte o rallado (slicing) longitudinal y transversal 

sobre el ovario con bisturí, que permite obtener mayor número de ovocitos/ovario (Suss y 

Madison 1983, Hamano y Kuwayama 1993) (Figura 23). Para su selección se evaluó la 

estructura del complejo cumulus-ovocitos (CCOs). 

a b  
  

Figura 23. Obtención de ovocitos inmaduros de vaca. a. Rallado superficial del ovario para 
obtención de ovocitos, y b. ovocitos inmaduros colectados 
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V.4.4.1. Selección de complejos cumulus-ovocitos (CCOs) 

Los complejos CCOs (Figura 24) fueron lavados dos veces en medio de colecta de ovocitos a 

base de TCM-199 con sales de Earleôs y se seleccionaron bajo observaci·n en el 

esteremicroscopio, en medio de colecta. Se determinó para su selección que presentaran más 

de 4 capas compactas de células del cumulus oophorus y el citoplasma del ovocito debería ser 

homogéneo y sin vacuolas. (Lonergan et al. 1994), con un diámetro mínimo de 110 µm, ya que 

un diámetro menor a este los hace incapaces de reanudar la meiosis y de madurar (Sato et al., 

1990, Fair et al. 1995, Hyttel et. al. 1986). 

a b  
 

Figura 24. Selección del CCOs. a. Selección de CCOs y b. CCOs seleccionados 
 

V.5. MÉTODO DE EVALUACIÓN DE CALIDAD DE LAS MUESTRAS SEMINALES  

V.5.1. EVALUACIÓN MACROSCÓPICA  

Volumen del eyaculado y color: Para establecer el volumen del eyaculado, la muestra seminal 

fue recogida en tubos aforados que permitieron medir el volumen en mililitros (mL); el color es 

normalmente blanco lechoso y de aspecto cremoso; un color amarillento debido a ciertos 

pigmentos no afecta la calidad del semen o la fecundación del toro. (Figura 25). 
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Figura 25. Evaluación macroscópica del semen de toro en un tubo cónico aforado y transparente 
que permite visualizar el volumen (9.5 ml), el color (blanco) y el aspecto (lechoso). 

Aspecto: Cremoso, lechoso o acuoso relacionado con la concentración espermática. 

V.5.2. EVALUACIÓN MICROSCÓPICA: 

V.5.2.1.Concentración espermática.  

Se valoró por espectrofotometría, método indirecto que permite una determinación más exacta 

de la concentración, correlacionando inversamente el grado de dispersión de la luz con el 

número de espermatozoides en función de una curva preestablecida de calibración, empleando 

el Spermacue de Minitube®. El resultado se expresa como número de espermatozoides/mL 

(Figura 26). 

 

Figura 26. Espectrofotómetro Minitube® para evaluación de concentración espermática en toros. 
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V.5.2.2. Motilidad  

La motilidad de las muestras se valoró mediante estimación visual al momento de la colecta, 

usándose como parámetro la motilidad individual progresiva, la cual es considerada como uno 

de los principales criterios en la determinación de la calidad espermática, ya que identifica la 

proporción de espermatozoides con movilidad progresiva, factor crítico en el proceso de 

fecundación (Malmgren, 1997).  

Para la valoración de la motilidad individual se observan 2 campos de una gota de semen 

fresco (10 µL) entre portaobjetos y cubreobjetos, a 200x y 400x sobre platina termostatada (37 

°C). Se consideraron los espermatozoides mótiles teniendo en cuenta sólo aquellos que 

presentaron un movimiento progresivo y desechando aquellos con movimientos circulares o 

anómalos. 

Para congelación del eyaculado fresco, se empleó sólo el semen que presentó como mínimo 

un 70% de motilidad individual. En los eyaculados con gran concentración, se diluyó el semen 

con citrato de sodio al 2,9%. 

Las dosis de semen congelado se descongelaron a 37 °C durante 1 minuto, y se tomaron de 10 

a 12 µL/pajuela, en un portaobjetos con cubre objetos. La observación se realizó a 100x y 

400x. Los espermatozoides se evaluaron como porcentaje de espermatozoides mótiles 

valorados en 3 campos. 

V.5.2.3. Viabilidad espermática. 

Para determinar la viabilidad espermática, únicamente se consideraron los porcentajes de 

espermatozoides vivos. Para ello se evaluó la integridad de la membrana espermática, 

mediante la tinción vital eosina-nigrosina: 5 % (p/v) de eosina amarilla, 10 % (p/v) de nigrosina 

hidrosoluble (Eliasson y Treichl, 1971; Bamba, 1988) en tampón de citrato sódico. Una gota de 

semen fresco se mezcló homogéneamente y con dicha mezcla y se observó en microscopio de 

campo claro (Bamba, 1988). 

El principio de esta técnica se basa en la exclusión de la eosina por parte de los 

espermatozoides intactos, mientras que los muertos, con la membrana plasmática dañada 

absorben el color rojo del colorante (eosina).  
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La nigrosina es empleada como coloración de contraste para facilitar su visualización. Los 

colorantes se mezclan en proporción 1:2 v/v y se adiciona una gota de cada uno, al semen 

extendido en un portaobjetos desengrasado y precalentado en placa termsotatada a 37 °C 

durante un minuto, para evitar falsos resultados por el shock térmico que podrían sufrir los 

espermatozoides. 

Para la cuantificación, los resultados se valoran bajo microscopio en campo claro a 200X y 

400X. Se evaluaron 200 espermatozoides por muestra, determinando como vivas las células 

sin colorear y como muertas las células que tiñen de rosa, porque captaron el colorante por 

daño en la membrana (figura 27.), y se expresan en porcentaje de células vivas y porcentaje de 

células muertas 

. 

Figura 27. Espermatozoides coloreados con la tinción vital eosina nigrosina. 

V.5.2.4. Morfología 

Para este estudio se consideró únicamente el porcentaje de espermatozoides normales. El 

estudio de la morfología permite determinar el estatus fisiológico o patológico de la producción 

de espermatozoides (Saacke, 1983) suministrando información sobre el funcionamiento de los 

testículos, epidídimo y glándulas sexuales accesorias. (Rodríguez-Martínez, 2000). 

La muestras de semen se tiñeron en proporción 1:1 v/v, con la solución vital de eosina-

nigrosina, como se ha indicado anteriormente y se evaluaron a 200 y 400x sobre una extensión 

de mezcla de espermatozoides y colorante en portaobjetos. Para su cuantificación se valoraron 

por dos veces 100 células espermáticas y el resultado se expresó en porcentaje de 

espermatozoides con aspecto normal (Figura 28). Se considera que al menos el 70% de los 

espermatozoides evaluados deben ser normales 



                                                                                                   Materiales y método s 

  111  

 

 

Figura 28. Espermatozoides teñidos con eosina nigrosina para visualización de anormalidades 

V.5.2.5. Índice de calidad espermática (ICE) 

El índice de calidad espermática es una variable integradora que se obtiene para el caso de la 

evaluación el semen fresco de las variables de calidad, concentración, motilidad, morfología y 

viabilidad. Es un indicador que explica en forma integral la calidad seminal y se ha utilizado 

para comparar la mejor eficiencia entre época y entre raza de los toros estudiados y de igual 

forma para su selección; para efectos de comparación con el semen post-descongelado, se 

integraron únicamente en este llamado ICE a las variables motilidad, morfología y viabilidad.  

V.6. PROTOCOLO DE CONGELACIÓN SEMINAL  

Posterior a la valoración macroscópica y microscópica de la calidad del semen fresco, se 

calculó el número de dosis de 0.54 ml a congelar en cada eyaculado teniendo en cuenta que la 

concentración deseada para este estudio fue de 60x106 espermatozoides motiles /mL.  

Primer paso - Determinación del volumen final: Para determinar el volumen final a la 

concentración espermática deseada del semen se realiza el siguiente cálculo con los 

resultados obtenidos en cada una de las variables evaluadas de calidad espermática. 

 

Donde,   

 VE   = Volumen del eyaculado 

Concentración = Número de espermatozoides / 106 
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EN   = Espermatoziodes normales 

Segundo Paso: Los diluyentes previamente preparados se utilizaron en igual cantidad para 

completar el volumen final y posterior equilibrio de la siguiente manera: 

1. Diluyente A: Citrato fructosa 80% y yema de huevo 20%. El diluyente A y el eyaculado deben 

estar a la misma temperatura. 

 Inicialmente, añadir diluyente A en cantidad equivalente al volumen de semen. 

 Para completar el volumen de la fracción A se adiciona el resto del diluyente, a los 10-

15 minutos siguientes. 

 Homogenizar el semen ya diluido 

2. Diluyente B (Glicerinización): Diluyente A 86% y Glicerol 14%.  

  

 Añadir dilución B, esta fracción se divide en cuatro porciones que se van agregando 

cada 15 minutos. 

 Conservación a 5 °C 

 3. Equilibrio - Luego de finalizada la glicerinización, se mantienen entre 4 a 5 0C en la cabina 

de refrigeración de 4 a 16 horas dependiendo del toro. 

Tercer Paso - Marcaje de pajillas, llenado, sellado y congelación: El marcaje y llenado de 

pajillas marca Minitube® se realizó con la máquina empacadora y selladora de pajillas dentro 

de un refrigerador que conserva la temperatura a 5 °C. Posteriormente se colocan las pajillas 

en rampas metálicas, dentro de un termo u olla de congelación, a una altura de 5 cm sobre el 

nivel del nitrógeno líquido. Las pajillas se mantienen en vapores de nitrógeno por 10 minutos y 

luego se sumergen directamente al nitrógeno líquido (Figura 29).  



                                                                                                   Materiales y método s 

  113  

 

a  b  

c  d  
Figura 29. Marcaje, empacado y congelación. a. Máquina marcadora de pajillas. b. Máquina 
empacadora y selladora de pajillas. c. Semen congelado. d. Vista general del laboratorio de andrología 
del CRIA C.I. La Libertad de Corpoica. 

Luego de sumergido en nitrógeno líquido se sacó una pajilla y se descongeló en baño de agua 

termostatado a 37 °C. Para el caso del estudio se congeló toda la muestra; lo rutinario es la 

realización de una prueba de congelación y posteriormente determinar la motilidad, y si es 

superior al 40% se congela toda la muestra.  

 Procedimiento para evaluación de la viabilidad post-descongelación: 

 Selección de 1 pajilla del lote congelado al azar. 

 Descongelar la pajilla en baño de agua termostatado a 37 °C. 

 Para el estudio se determinó evaluar sólo a la hora 0 de descongelado las variables de 

motilidad progresiva, viabilidad, morfología e índice de calidad espermática como se 

explicó en fresco. 

V.7. PROTOCOLOS DE ELECTROFORESIS  

Los procesos de electroforesis unidimensional y bidimensional (Figura 30) se realizaron en el 

Laboratorio de Proteómica del Centro de Bioindustria y Biotecnología (CBB) de Corpoica, 

ubicado en CI Tibaitatá, en el municipio de Mosquera - Cundinamarca. 
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Figura 30. Mapas electroforéticos de bandas y puntos de proteína uni y bidimensional 

V.7.1. PROTOCOLO DE ELECTROFORESIS UNIDIMENSIONAL 

La separación y cuantificación de las proteínas del plasma seminal en función de su peso 

molecular se realizó mediante electroforesis 1D SDS-PAGE de tipo desnaturalizante y 

discontinuo, según protocolo de Laemmli (1970).  

 

V.7.1.1. Determinación de la concentración de proteína de la muestra y cantidad de proteína a 

cargar.  

La concentración de proteínas del plasma seminal se determinó mediante espectrofotometría, 

empleando el equipo Nano Drop, a una absorbancia de 280 nm. 

La experimentación a nivel de laboratorio permitió determinar que 30 µg de proteína de plasma 

seminal era la cantidad más apropiada a cargar en los pocillos del gel que permitió obtener una 

mejor resolución de las bandas.  

V.7.1.2. Elaboración de geles. 

Los geles se elaboraron en dimensiones de 7 x 8 cm, y de 1.0 mm de grosor. El gel separador 

estuvo constituido por acrilamida/bis-acrilamida y se realizó en gradiente de concentración 

lineal 10 ï 20%. Las soluciones de poliacrilamida al 10 y 20% se prepararon a partir de una 

solución al 30% en un tampón constituido por Tris-Base 1.38 M, EDTA al 0.3% y SDS al 0.4% 

en agua, a pH 8.8. La polimerizaci·n se realiz· con 0.8 ɛl /ml de TEMED y 17 ɛl /ml de per 
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sulfato amónico (APS) al 10%. Al formar el gel se dejó el espacio que ocupará el gel 

compactador, el cual, se elaboró en gradiente lineal de 4%.  

V.7.1.3. Procedimiento de Electroforesis Unidimensional.  

La muestra de proteínas de plasma seminal a evaluar se diluyó en el tampón de corrida 

descrito anteriormente. La presencia de SDS en el tampón desnaturaliza y despliega las 

proteínas, cargándolas negativamente; el ɓ mercaptoetanol rompe los puentes disulfuro 

haciendo que la estructura cuaternaria de la proteína se pierda y que las unidades peptídicas 

se separen individualmente (Molloy, 2000); el TRIS actúa como regulador del pH; el EDTA 

actúa como quelante, y el glicerol aumenta la densidad de la muestra, para evitar que se pase 

de un pocillo a otro. 

Para iniciar la corrida de la muestra, ésta se diluye en el tampón de corrida, se lleva a 100 °C 

en baño de arena por 5 minutos y posteriormente se inicia la electroforesis en el equipo Mini-

Protean II (Bio-Rad), en tampón de cubetas. Durante el procedimiento se mantiene un voltaje 

de 85V, por aproximadamente 3 horas o hasta que el colorante llegue al final del gel. 

Simultáneamente con las muestras de plasma seminal, se corre el marcador de peso molecular 

(M 3913 Sigma ®, del rango de 6.500-66.000 Da), el cual se ubica en uno de los pocillos 

laterales del gel. 

V.7.1.4. Tinción del gel captura y análisis de imágenes. 

Para teñir el gel, se sumergió en un medio de tinción a base de azul de Coomasie al 0.025%, 

por 30 minutos y posteriormente se decoloró en solución de ácido acético al 10% y metanol al 

30%. 

Las imágenes se captaron en un documentador de imágenes Gel Doc 1000 (Bio-Rad) en 

formato TIFF, y se analizaron con el programa Quantity-One (Bio-Rad) que calculó los pesos 

moleculares de las diversas bandas proteicas con una curva de regresión lineal. El programa 

Quantity One elabora un esquema de las bandas y realiza un ajuste mediante el cual les asigna 

el mismo número a las que tienen pesos moleculares similares. Los resultados se expresan 

como densidad relativa. La densidad fue medida por triplicado y los resultados se expresan 

como densidad relativa promedio ± SEM. 
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V.7.2. Protocolo de electroforesis bidimensional  

El procedimiento de electroforesis en dos dimensiones se realizó de acuerdo con el método 

descrito por OôFarrell (1975). Este procedimiento permite separar las prote²nas en una primera 

dimensión: Isoelectroenfoque (IEF) con base en su punto isoeléctrico, y en una segunda 

dimensión: electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de 

tipo desnaturalizante, con base en su peso molecular. 

Para el Isoelectroenfoque de las proteínas de plasma seminal se utilizaron tiras (IPGs) de 

poliacrilamida en gradiente de pH inmovilizado de 7 cm. de longitud (Bio-Rad). Con estas tiras 

se pueden enfocar proteínas ácidas y básicas en un solo gel (Bjellqvist et al. 1982). El 

gradiente de pH de las tiras utilizadas fue de 3-10. 

V.7.2.1. Preparación de la muestra 

La muestra de prote²nas a analizar se diluy· en 125ɛl de un tamp·n de rehidrataci·n, 

constituido por Urea 8M, la cual actúa como agente caotrópico, provocando la 

desnaturalización de las proteínas por ruptura de los puentes de hidrógeno, y es agente 

quelante del cobre, por lo que protege de sus acciones oxidativas; Tributil fosfina (TBP) 2mM 

como agente reductor que evita la unión de los enlaces disulfuro que forman artefactos durante 

la corrida, por lo que su adición mejora la resolución y reduce el rayado que distorsiona la 

imagen en el gel; CHAPS al 4% detergente que aumenta la solubilidad de las proteínas en su 

pI (Taylor et al. 2000); anfolitos al 0.2%, los cuales son compuestos anfóteros de bajo peso 

molecular con gran capacidad tampón cerca de su pI, y con una gran solubilidad y 

conductividad, y azul de bromofenol al 0.0002%, colorante con carga negativa y con una 

movilidad electroforética que equivaldría a pequeños polipéptidos cuya función es la de ir por 

delante de las proteínas para ir marcando el frente de corrida de la electroforesis y de esta 

manera poder parar el proceso antes de que se salgan las proteínas del gel. A este tampón de 

rehidrataci·n se a¶adieron 5 ɛl de los marcadores 2D-PAGE (M 3411 Sigma®) con rango de 

peso molecular de 17.000 - 89.000 y rango de pI 7.6 - 3.8. Tanto los anfolitos como los 

marcadores 2D-PAGE y la TBP se añadieron al momento de adicionar la muestra de proteínas. 

V.7.2.2. Determinación de la cantidad de muestra a cargar 

Los resultados de diversos experimentos realizados en toros SM y toros C para hallar la 

cantidad óptima de proteína total que se debe añadir al tampón de rehidratación de las IPGs 

mostraron que 60 ɛg de prote²na total del plasma seminal, por tira son suficientes para obtener 
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una buena resolución de los puntos de proteína en la imagen de los geles analizados. 

Cantidades mayores de proteína por tira provocan la aparición de manchas en el recorrido de 

las proteínas más concentradas y el enmascaramiento de proteínas de poca concentración. Si 

por el contrario se reduce la cantidad de proteína, las proteínas de poca concentración no se 

pueden detectar sobre el gel. 

V.7.2.3. Procedimiento electroforesis bidimensional 

V.7.2.3.1. Rehidratación de tiras (IPGs)  

Los 60 µg de proteínas de plasma seminal se adicionaron a 125 ɛl del tamp·n de rehidrataci·n 

ya mencionado. Igualmente en este momento se adicionaron 2 µl de TBP y 0.75 µl de anfolitos 

y la cantidad de marcadores 2D-PAGE. La mezcla se extendió sobre uno de los canales de la 

bandeja de hidratación y sobre ella se depositó la tira (IPG) de manera que el gel quedara en 

contacto con la dilución. Finalmente, la tira se recubrió con aceite mineral para evitar la 

evaporación de la muestra. La rehidratación de las tiras se realizó de forma pasiva, para lo cual 

se dejaron a temperatura ambiente por un tiempo mínimo 11 horas, según protocolo de Bio-

Rad. 

V.7.2.3.2. Primera dimensión: Isoelectroenfoque (IEF) 

Una vez concluida la hidratación pasiva de la tira, se procedió a realizar el Isoelectroenfoque 

(IEF) de las proteínas, en el equipo PROTEAM-IEF cell (Bio-Rad), según protocolo de la misma 

casa, para lo cual se colocan las tiras verticalmente sobre papel secante, con el fin de eliminar 

el aceite mineral, que puede interferir con el proceso de Isoelectroenfoque. Previamente se 

colocaron sobre los electrodos de la bandeja de isoelectroenfoque porciones de papel secante 

embebidos con 8µl de agua desionizada, con el fin de retirar sales y contaminantes que pueden 

alterar el proceso.  

Posteriormente se colocaron las tiras en las bandejas de IEF y se cubrieron con aceite mineral 

para prevenir la evaporación y absorción de dióxido de carbono en el proceso, y se inició el 

proceso de corrida, con un máximo de corriente de 50 µA/tira, y un voltaje total de 8.250 voltios 

a 20 °C, durante 180 minutos. 

V.7.2.3.3. Equilibrio de las tiras (IPGs)  
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Una vez terminado el proceso de IEF y antes de realizar la segunda dimensión, se procedió a 

realizar el proceso de equilibrado de las tiras en tampones que tienen como base el SDS. El 

procedimiento se realizó en dos pasos previo al drenaje del aceite de las tiras. En el primer 

paso, las tiras se colocaron en el fondo de los canales de la bandeja de rehidratación con el gel 

mirando hacia arriba y se cubrieron con 2.5 ml de un tampón de equilibrio compuesto por urea 

6 M, Tris 0.375 M, pH 8.8, SDS 2%, 20% de glicerol, DTT 2% (w/v); la bandeja se mantuvo en 

agitación suave durante 15 minutos. En el segundo paso se desechó el primer tampón y se 

adicionó sobre las tiras 2.5 ml de un segundo tampón, compuesto por urea 6 M, Tris 0.375 M, 

pH 8.8, SDS 2%, glicerol 20% y Iodoacetamida 2.5% (w/v); en este segundo paso se mantuvo 

la bandeja en agitación suave por 15 minutos. Con el equilibrio de las IPGs se logra la 

reducción y alquilación de las cisteínas (el DTT reduce los grupos sulfhidrilo y la Iodoacetamida 

alquila los grupos reducidos). Esto reduce considerablemente el rayado vertical que suele 

aparecer en los geles de la segunda dimensión. 

V.7.2.3.4. Segunda dimensión: Electroforesis en SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

La segunda dimensión se corrió según protocolo de Laemmli (1970) en equipo Mini Protean II 

(Bio-Rad) 

V.7.2.3.5. Elaboración de geles de poliacrilamida  

En la segunda dimensión o SDS-PAGE, se utilizaron geles de poliacrilamida de 1 mm de 

espesor x 7 cm de ancho y 8 cm de alto. El gel se formó en gradiente de concentración lineal 

10%-20% de poliacrilamida. Las soluciones de poliacrilamida al 10 y 20% se prepararon a partir 

de una solución al 30% en un tampón constituido por Tris-Base 1.38 M, EDTA al 0,3% y SDS al 

0.4% en agua, a pH 8.8. La polimerizaci·n se realiz· con 0.8 ɛl /ml de TEMED y 17 ɛl /ml de 

persulfato amónico (APS) al 10%. Al formar el gel se dejó un espacio de 0.5 cm para colocar la 

tira procedente de la primera dimensión ya equilibrada 

V.7.2.3.6. Procedimiento Segunda dimensión: SDS-PAGE 

Después de equilibrada la tira de la 1ª dimensión, ésta se colocó en el espacio que se dejó al 

formar el gel, para lo cual se rellenó el espacio con una solución líquida de agarosa al 2 y 

0.0002% de azul de bromofenol, la cual se calentó 10 minutos antes. Este procedimiento 

permite asegurar que la tira quede en contacto directo con el gel de poliacrilamida. Se debe 
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evitar la formación de burbujas entre la tira y el gel. La electroforesis se corrió en tampón de 

cubetas a 85 voltios durante 180 minutos o hasta que el colorante saliera al final del gel. 

V.7.2.3.7. Tinción del gel, captura y análisis de imágenes 

El gel se sumergió en un medio de tinción a base de azul de Coomasie al 0.025%, por 30 

minutos y posteriormente se realizó su desteñido con una solución de ácido acético al 10% y 

metanol al 30%, por 30 minutos, en agitación suave. 

Las imágenes se captaron en un documentador de imágenes Gel Doc 1000 (Bio-Rad), en 

formato TIFF. El análisis de la imagen de los geles de 2D se realizó con el programa PD Quest 

de Bio-Rad. El programa permite detectar, cuantificar y comparar los diversos puntos de 

proteína encontrados en la imagen de un gel y de geles entre sí. El programa modela 

matemáticamente los puntos de proteína como distribuciones gausianas en tres dimensiones y 

usa los modelos para determinar la máxima absorción. 

Cuando se comparan geles entre sí, como en este caso, el programa selecciona la imagen del 

gel de mayor nitidez y con mayor cantidad de puntos (Máster), y compara los demás geles 

teniendo como referencia el gel seleccionado. El punto de proteína detectado se mide en 

unidades de densidad óptica y tiene en cuenta el número de pixeles que conforman el punto en 

las tres dimensiones. El resultado se puede expresar en partes por millón o en porcentaje, a 

criterio del investigador. El programa asigna automáticamente un número a cada punto de 

proteína detectado. 

V.8. PROTOCOLO DE PRODUCCIÓN IN VITRO DE EMBRIONES 

V.8.1. MADURACIÓN IN VITRO DE OVOCITOS 

El medio de maduración fue previamente equilibrado por 6 horas a 38.5 ºC y 5% CO2. Los 

CCOs seleccionados en medio de colectase lavaron tres veces en gotas de 50 µl de medio de 

maduración TCM-199 NaHCO3 suplementado, y se cultivaron en placas Nunc ® de 4 pocillos, 

dejando 50 ovocitos/500 µl del mismo medio/pocillo, y fueron llevados al incubador en 

condiciones atmosféricas de 38.5-39 OC, 5% de CO2 y 90% de humedad relativa, por un 

periodo de 24 horas. 
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V.8.2. FECUNDACIÓN IN VITRO DE OVOCITOS 

Los medios de fecundación (FIV-TALP suplementado) y de capacitación (Sperm-talp 

suplementado) se equilibraron en estufa a 38.5 ºC, con atmósfera saturada de humedad y 5 % 

CO2 en aire, 6 - 8 horas antes de iniciar el proceso. El gradiente de Percoll, se atemperó a 28 - 

30 °C. 

V.8.2.1. Preparación de los espermatozoides: Capacitación espermática  

La pajilla de semen se descongeló por inmersión en agua a 37 °C durante 1 minuto. 

Posteriormente, el semen de la pajilla se transfirió suavemente por las paredes al tubo que 

contenía el gradiente de Percoll 45/90% en Sperm-Talp, dejando una gota de semen en la 

pajilla, para realizar el análisis de calidad seminal bajo observación en microscopio. 

El gradiente de Percoll, con el semen en la superficie, se centrifugó a 700 gravedades por 30 

minutos, en centrifuga refrigerada. Posteriormente se retiró el sobrenadante, dejando el pellet 

que contenía los espermatozoides mótiles. Al pellet se le adicionaron 4 mL del medio Sperm-

Talp, y esta dilución se centrifugó a 200 gravedades por 10 minutos. Concluida la segunda 

centrifugación, se eliminó el sobrenadante, y sobre el pellet se adicionaron 500 µL de medio 

FIV. De esta dilución se efectuó el cálculo de concentración espermática y el volumen 

necesario para la FIV, con 1.000.000 de espermatozoides/ ml. 

V.8.2.2. Preparación y fecundación de ovocitos  

Durante el tiempo de la capacitación espermática, se cambió el medio de maduración en el que 

estaban los ovocitos por medio de fecundación, lavándolos dos veces en este medio, dejando 

50 ovocitos por pocillo de 500 µL en el incubador. 

El cocultivo de ovocitos y espermatozoides permaneció durante 18 horas en el incubador a 39 

ºC, 5% de CO2 en aire y saturado de humedad, que es el tiempo determinado para la FIV 

bovina. 

V.8.2.3. Cultivo embrionario 

A las 18 horas post-fecundación, se procedió a retirar las células del cumulus o denudar los 

ovocitos llevándolos en 500 µl de medio Hepes-Talp al vórtex por 3 minutos, levantándolos 

cada 30 segundos. Luego se recuperaron todos los posibles zigotos, se lavaron varias veces 

en medio SOF suplementado de cultivo embrionario (previamente equilibrado por un mínimo de 
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8 horas a 38.5 ºC y finalmente se transfirieron al medio SOF y se incubaron a 38.5 ºC y 5% 

CO2 en aire saturado de humedad, en una cámara modular para obtener un microambiente 

controlado con la siguiente mezcla de gases: 7% de O2, 5% de CO2, y 87.5% de nitrógeno, 

necesarios para el desarrollo embrionario bovino. Allí permanecieron durante 7 a 8 días hasta 

llegar al estado de blastocisto (Figura 31). 

 
 
Figura 31. Imágenes de blastocistos observadas en fresco al séptimo día de cultivo. 

V.8.2.4. Valoración microscópica de resultados 

Para denudar los posibles zigotos y ser evaluados, se transfirieron de medio FIV a una placa de 

pocillos con 350 mL de DPBS y 150 mL de hialuronidasa durante un minuto y se pipetearon 

hasta observar totalmente desprendidas las células del cumulus y observar claramente la zona 

pelúcida. Posteriormente, se fijaron por 30 minutos a temperatura ambiente en medio de 

fijación a base de glutaraldehido al 0,5%, se lavaron en DPBS que contenía 1 mg/mL de 

polivinilpirrolidona (PVP) y se pasaron por 30 minutos a 500µL del medio de tinción.  

Posteriormente, se lavaron en DPBS con PVA y se les añadió de nuevo colorante bisbenzimida 

en glicerol, con PBS y PVA. Cubriendo los ovocitos y con unos 15µL en la pipeta, se recogieron 

y se agruparon sobre una lámina portaobjetos, la cual se cubrió con un cubreobjetos (15 x 15 

mm) y se selló para que conservaran la fluorescencia. 

Se observaron a 200x y 400x en microscopio (Leica modelo DM2000) y filtro de fluorescencia 

con rango de excitación para luz ultravioleta. 

Para el estudio de los ovocitos de los diferentes estadios nucleares se consideró el porcentaje 

de ovocitos fecundados (ovocitos con 2 pronúcleos) (Figura 32). 
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Figura 32. Ovocito de vaca teñido con Hoechst. Ovocito fecundado: la imagen muestra un ovocito 
penetrado (monospérmico), con sus dos pronúcleos masculino y femenino. 

V.9. DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Con el propósito de probar la hipótesis planteada para esta investigaci·n ñLas proteínas plasma 

seminal del toro San Martinero(SM) explican los cambios sobre los indicadores de calidad 

espermática, fecundación y producción de blastocistos por efecto de la época (lluviosa y Seca) 

y por efecto de la raza (San Martinero y Cebú Brahman)ò, 7 toros reproductores puros de la 

raza SM se seleccionaron al azar del Banco de Germoplasma de Corpoica y Cebú Brahman 

(CB) de un Criadero reconocido de Ganado puro. Los ejemplares fueron puestos en situaciones 

similares bajo pastoreo en Brachiaria decumbens en los campos experimentales del Centro de 

Investigaciones La Libertad de Corpoica.  

El tiempo de evaluación se realizo en el ganado SM tanto en época lluviosa y seca, mientras 

que el tiempo de evaluación entre razas (SM y CB) fue durante la época lluviosa; para cada 

toro los muestreos seminales y análisis en fresco se realizaron por tres veces y del semen 

congelado de cada toro en cada muestreo se seleccionaron 5 pajillas al azar para su respectiva 

evaluación de calidad espermática, FIV y producción de blastocistos.  

El análisis de la información se basó en Modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

Para evaluar el efecto de la época (Lluvia y Seca) y la raza (SM y CB) sobre las variables de 

calidad espermática se utilizó el procedimiento MIXED (Modelo mixto) con medidas repetidas 

en el tiempo modelando la mejor estructura de covarianzas a partir de tres modelos (CSï

Compound Symmetry; UïUnstructured; A ïAutoregressive) con el paquete estadístico SAS® 

(versión 9.0), utilizando un diseño completamente al azar con arreglo factorial 2X3 para calidad 
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del semen en fresco y 2x5 para calidad del semen posdescongelado, bajo el siguiente modelo 

(Montgomery, 1991). 

Yijk = µ + Ŭj + ßi + (Ŭß)ij + ƽijk 

Donde: 
 
Yijk  Variables de calidad espermática del k-ésimo individuo en la i-ésima época o raza y en 

el j-ésima repetición 
µ  es el promedio poblacional de la variable respuesta (variables de calidad espermática) 
Ŭj  es el efecto de la ®poca o raza ñiò, con i = 1 y 2 (1 = Lluvia, 2 = Seca ó 1 = SM, 2 = 

Cebú) 
ßi es el efecto de la repetici·n ójò, con j = 1, 2, 3 semen fresco y 1,2,3,4 y 5 para semen 

posdescongelado 
(ŬÇ)ij es la interacción de los efectos principales 
ƽi  es el error asociado con el k-ésimo individuo en la i-ésima época o raza en la j-ésima 

repetición. 

Se comprobaron los supuestos del modelo: i) material experimental homogéneo, ii) el error 

experimental es una VAI ~ N (0; ů2) (Levene, 1960; Shapiro y Wilk, 1965). 

Para la caracterización y determinación del efecto que tienen las proteínas sobre la calidad 

espermática, en un primer momento del análisis se considera a nivel general la información 

obtenida de los geles unidimensionales (bandas de proteína) y bidimensional (puntos de 

proteína), para la generación de mapas electroforéticos de plasma seminal de cada una de las 

razas y para ser evaluados mediante un análisis de varianza y pruebas de correlación simple; 

seguidamente con el total de las proteínas se considera un análisis de frecuencias que permite 

la selección de las que más se repetían entre muestreos y entre toros. 

Estadística multivariada: Dada la posibilidad de no poder desarrollar modelos de predicción 

fueron seleccionadas aquellas proteínas que se deberían incluir en cada uno de los modelos a 

través del análisis de componentes principales, la cual es una técnica multidimensional que no 

supone ninguna estructura sobre las observaciones (variables de calidad espermática) que 

permite determinar la correlación existente entre los descriptores (proteínas). 

Modelos de predicción: A partir de las proteínas seleccionadas se diseñaron ecuaciones de 

predicción con el paquete estadístico SAS (versión 9.0) mediante el procedimiento REG. 

Posteriormente fueron seleccionadas las proteínas significativas mediante el procedimiento 

PRINCOMP con el que fueron descartadas, una a una, aquellas variables con valores de Pr > 

|t| altos; posteriormente fueron seleccionadas las proteínas significativas mediante el 
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procedimiento PRINCOMP con el que fueron descartadas, una a una, aquellas variables con 

valores de Pr > |t| altos. El modelo lineal ajustado fue el siguiente:  

Yi = ß0 + ß1Xi1 + ß2Xi2 + ß3Xi3 + Ǔ Ǔ Ǔ + ƽi 

Donde: 
 
Yi  variable dependiente (variables de calidad espermática) 
ß0  interceptoïvalor de Y cuando X vale 0 
ßi  coeficiente de regresiónïvalor en el cual se modifica Y cuando Xi varía en una unidad 

con i variando de 1 hasta n 
Xi  variables independientes (proteínas espermáticas) 
ƽi  error de estimación 

Además se comprobaron los supuestos del modelo: a) material experimental homogéneo, b) la 

independencia de los errores por medio del cálculo del coeficiente de correlación de los errores 

mediante la prueba de Durbin-Watson D y c) el error experimental es una VAI ~ N (0) utilizando 

la prueba de Shapiro-Wilk y el método de los mínimos cuadrados (Graybill, 1961; Shapiro y 

Wilk, 1965). 

Coeficientes de correlación parciales: Por último, se utilizó el procedimiento REG con todas las 

proteínas y cada una de las variables respuesta (variables de calidad espermática) para 

determinar si existe una regresión lineal. 
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VI. RESULTADOS  

VI.1. VARIABLES DE CONTROL 

Los animales experimentales utilizados para la comparación de época y raza fueron 

monitoreados continuamente a traves de algunos indicadores de control como el hematocrito 

(indicador de salud y estado hídrico) y el fibrinógeno (indicador de inflamación) (Coppola, 2006)  

proteína plasmática producida y liberada al torrente sanguíneo por el hígado en respuesta a un 

proceso inflamatorio (Gabay y Kushner, 1999); estos indicadores de control permitieron 

determinar el efecto del manejo continuo de los toros; además, se evaluó la condición corporal 

como un indicador del estatus nutricional.  

Cuando se comparó la raza SM en las dos épocas (lluviosa y seca) el hematocrito y el 

fibrinógeno no indicaron cambios que señalen alteraciones en la salud; en cuanto a la variable 

condición corporal se observan diferecias, siendo mayor en la época lluviosa respecto a la 

seca, aunque no significan situaciones que alteren en forma drástica su condición fisiológica 

(tabla 12). Al comparar la raza SM con la raza CB, el fibrinógeno y la condición corporal no 

señalan cambios que indiquen valores que puedan afectar la salud; en este sentido, se indica 

que los animales se mantuvieron en condiciones de salud y condición corporal similares 

durante el desarrollo del proyecto (tabla 13). 

Tabla 12. Evaluación de indicadores de salud y condición corporal de los toros bovinos 

criollos San Martinero en la época lluviosa y seca durante el desarrollo del estudio.  

Variable 
Época lluviosa Época seca 

n Estadísticos n Estadísticos 

Hematocrito (%) 41 33.18 ± 3.92 a 39 32.19 ± 2.42 a 
Fibrinógeno (g/dl) 40 0.65 ± 0.16 a 39 0.46 ± 0.22 a 
Condición Corporal (1ï5)  39 3.9 ± 0.4 a 38 3.5 ± 0.2 b 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre épocas (p<.05). 

Tabla 13. Evaluación de indicadores de salud y condición corporal de toros bovinos criollos 

SM y CB durante el desarrollo del estudio.  

Variable 
Época lluviosa Época seca 

n Estadísticos n Estadísticos 

Hematocrito (%) 41 33.18 ± 3.92 a 42 35.17 ± 4.0 a 
Fibrinogeno g/dl 40 0.65 ± 0.16 a 42 0.72 ± 0.3 a 
Condición Corporal 1 ï 5  39 3.9 ± 0.4 a 37 4.0 ± 0.6 a 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre épocas (p<.05). 
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VI.2. CARACTERIZACIÓN DE PERFILES ELECTROFORÉTICOS DE PROTEÍNAS DEL 

PLASMA SEMINAL DEL GANADO CRIOLLO SAN MARTINERO Y CEBÚ BRAHMAN 

EN EDAD REPRODUCTIVA BAJO CONDICIONES DEL TRÓPICO BAJO 

COLOMBIANO  

En este apartado se presentan los resultados de las proteínas encontradas en el plasma 

seminal del ganado criollo SM en la época lluviosa comparada con la seca y con las proteínas 

del plasma seminal de las razas CB y SM. 

VI.2.1. ESTUDIOS UNIDIMENSIONALES (SDS-PAGE) 

VI.2.1.1. Proteínas del plasma seminal del ganado San Martinero 

En la figura 33 y tabla 14 se observan las bandas de proteínas detectadas por electroforesis en 

una dimensión (1D) del plasma seminal de toros SM, su peso molecular, concentración 

promedio y frecuencia; los valores encontrados de pesos moleculares de las diferentes 

proteínas del plasma seminal permiten establecer tres grupos para la discusión, así:  

 En un primer grupo se incluyeron las bandas de proteínas que alcanzaron pesos 

moleculares superiores a 60 kDa (las bandas de 89.7, 72.8, 66.0 y 61.1 kDa);  

 

 En un segundo grupo, las bandas de proteínas de peso molecular entre 30 a 60 kDa en 

donde se aprecian bandas con pesos de 45.0, 35.1 y 33.3 kDa; finalmente; 

 

 En el tercer grupo se incluyeron las bandas de proteínas de pesos moleculares menores 

a 30 kDa, en donde se registraron proteínas de 29.0, 24.0, 19.9, 6.5, 5.4 y 1.2 kDa. 

Cuando tomamos cada grupo de proteínas clasificadas se observa que su concentración 

difiere, siendo mayor en aquellas clasificadas con pesos moleculares menores de 30 kDa, 

respecto a aquellas con pesos superiores a 60 kDa y de 30 a 60 kDa (p<0.05); por otra parte, la 

concentración es inversamente proporcional respecto al peso molecular (tabla 14).  

Las proteínas con pesos moleculares menores a 30 kDa son las que identifican a las proteínas 

del plasma seminal del toro (Moura 2005; Moura et al., 2007) y representa el 70.1% de dichas 

concentraciones en las muestras evaluadas, seguida de las concentraciones de proteínas de 

peso molecular entre 30 y 60 kDa que comprenden a un 15.4% y de las de peso molecular 

mayor a 60 kDa con un 14,8%. 
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Figura 33. Mapa electroforético 1D de bandas de proteína del plasma seminal en 7 toros SM en la 
época de lluvias, estratificado por peso molecular. Las flechas blancas indican aquellas proteínas que 
siempre se presentaron, los óvalos de color azul señalan a las proteínas de mayor frecuencia, los óvalos 
de color rojo aquellas proteínas de menor frecuencia y los rectángulos blancos las proteínas propias del 
estudio.  

Tabla 14. Masa relativa (Mr), concentración (%) y frecuencias (n) de las bandas de 

proteína detectadas en una dimensión en el plasma seminal de la Raza SM, época lluviosa. 

Grupo de Proteínas Mr % por grupo % por banda n 

Pesos moleculares 
mayores a 60 kDa 

89.7 

2,695 ± 0.856 c 

1.86 ± 0.71 21 
72.8 3.19 ± 0.74 4 
66.0 2.82 ± 0.61 21 
61.1 2.89 ± 0.79 20 

Pesos moleculares 
entre 30 y 60 kDa 

45.0 
3,811 ± 1,65 b 

4.12 ± 1.50 14 
35.1 4.28 ± 2.17 20 
33.3 3.02 ± 2.17 16 

Pesos moleculares 
menores a 30 kDa 

29.0 

10,616 ± 6.98 a 

8.52 ± 2.39 21 
24.0 8.21 ± 1.23 21 
19.9 2.30 ± 0.54 5 
14.2 20.74 ± 8.09 21 
6.5 8.92 ± 2.24 21 
5.4 3.34 ± 0.30 4 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
(p<.05). 



Resultados  

  129  

 

Además, en la figura se puede apreciar que las proteínas que siempre se presentaron fueron 

las de peso molecular 89.7, 66.0, 29.0, 24.0, 14.2 y 6.50 kDa; aquellas con mayor frecuencia 

(más de 15 veces) fueron las proteínas de 61.1 y 35.1 kDa y las de menor frecuencia (igual o 

menos de 7 veces) fueron las proteínas de 19.9, 72.8 y 5.4 kDa. 

VI.2.1.2. Proteínas del plasma seminal del ganado Cebú Brahman. 

En la figura 34 y tabla 15, al igual que en el ganado SM, se pueden observar las proteínas 

clasificadas en los tres grupos para este estudio; el comportamiento de las concentraciones 

proteicas en las diferentes bandas es inverso al peso molecular; las mayores concentraciones 

de proteína se localizaron en el peso molecular menor a 30 kDa y corresponden al 70.2% del 

total de las proteínas del plasma seminal, siendo diferentes del grupo de proteínas ubicadas en 

el rango de peso moleculares entre 30 y 60 kDa las cuales llegaron a un 15.8% y a las de peso 

molecular mayor de 60 kDa con un 14.1% (p<0.05).  

 

Figura 34. Mapa electroforético 1D de bandas de proteína del plasma seminal en 7 toros Cebú 
Brahman en la época de lluvias, estratificado por peso molecular. Bandas de proteínas: Las flechas 
blancas indican aquellas proteínas que siempre se presentaron, los ovalos de color rojo aquellas 
proteínas de menor frecuencia y el rectángulo blanco las proteínas propias del estudio.  

Por otra parte, las proteínas que siempre se presentaron fueron las proteínas de peso 

molecular 89.7, 66.0, 61.15, 45.0, 35.1, 29.0, 24.0, 14.2, y 6.5 kDa. Las de menor frecuencia 

(igual o menor de 7 veces) fueron las proteínas de 36 y 5.4 kDa  
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Tabla 15. Masa relativa (Mr), concentración (%) y frecuencia (n) de presentación de 

proteínas del plama seminal de toros Cebú Brahman en la época lluviosa. 

Grupo de Proteínas Mr % por grupo % por banda n 

Pesos moleculares 
mayores a 60 kDa 

89.70 
3.64 ± 0.50 b 

2.49 ± 0.51 21 
66.00 3.38 ± 0.94 21 
61.15 4.93 ± 1.90 21 

Pesos moleculares 
entre 30 y 60 kDa 

45.00 
3.03 ± 1.56 b 

3.31 ± 1.40 21 
36.00 2.20 ± 0.28 3 
35.10 3.42 ± 1.14 21 

Pesos moleculares 
menores a 30 kDa 

33.20 

 
10.79 ± 11.62 a 

3.18 ± 1.82 15 
29.00 7.37 ± 1.58 21 
24.00 9.03 ± 6.71 21 
14.20 22.48 ± 7.61 21 
6.50 9.63 ± 4.16 21 
5.42 5.43 ± 1.07 7 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
(p<.05). 

VI.2.1.3. Evaluación comparativa de proteínas del plasma seminal y su asociación con calidad 

espermática entre la raza San Martinero y Cebú Brahman. 

Al comparar la raza criolla SM con la raza CB, de mayor influencia en el trópico Colombiano 

(Fedegan, 2010), se evidencia la presencia de un total de 14 bandas de proteína con pesos 

moleculares entre 5.4 kDa y 89.7 kDa, en las cuales el ganado SM se ve representado en 13 

bandas y el ganado CB en 12 bandas con concentraciones de proteína de 74.20 ± 5.17% y 

76.84 ± 5.69%, respectivamente, sin diferencias entre estas (p>0.05). Las bandas de mayor 

concentración para las razas SM y CB se denotan en las proteínas de peso molecular de 14.2 

kDa (20.74 ± 8.09% y 22.48 ± 7.61%, respectivamente) y representan el 28 y 29% de todas las 

bandas de proteínas registradas en el estudio; en segundo lugar de mayor concentración de 

proteínas encontramos las de peso molecular 6.5, 24.0 y 29.0 kDa (8.91 ± 2.24, 8.20 ± 1.23 y 

8.51 ± 2.39%, respectivamente para la raza SM y 9.6 ± 4.16, 9.0 ± 6.71 y 7.37 ± 1.58%, para la 

raza CB), las cuales constituyen el 25.64% y 26.03% de las proteínas del plasma, para cada 

raza (tabla 16).  

Al asociar las proteínas con los indicadores de calidad espermática, se advierten correlaciones 

directas entre concentración de espermatozoides y las bandas de 29 kDa (p<.05, r=0.48), 36 

kDa (p<.001, r=0.74) y 33.2 kDa (p<.05, r=0.68); de igual manera, esta última banda se asocia 

en forma inversa con la motilidad espermática (p<.05, r= 0.60) y viabilidad espermática (p<.05, 

r= 0.58). Este resultado inverso sugiere una doble función de esta banda de proteína, por un 

lado puede actuar como un factor antimotilidad, que explicaría en parte los menores 
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porcentajes de motilidad de los espermatozoides de los toros de esta raza CB en relación con 

los toros SM y por otro lado, actuar como un factor de capacitación del espermatozoide, que 

explicaría los menores valores en el porcentaje de espermatozoides viables de la raza CB en 

relación con los toros criollos Colombianos (tabla 16).  

En el análisis de la electroforesis se distinguen 2 bandas de proteínas; la 72.8 kDa con una 

concentración de 3.18 ± 0.74% y 19.9 kDa con una concentración de 2.30 ± 0.54% en el 

ganado criollo SM, que no están en el C, de igual forma, en la raza CB se visualiza una 

proteína de 36 kDa con una concetración proteica de 2.20 ± 0.28%, que no está presente en la 

raza SM (tabla 16); esta respuesta puede ser debida a la especificidad de cada raza y a sus 

características propias; finalmente, el análisis de varianza reveló que los toros CB presentan 

mayores valores de concentración que los SM (p<.0001) en las bandas de proteína 5.4 kDa 

(5.43 ± 1.07 y 3.34 ± 0.30%, respectivamente), 61.1 kDa (4.93 ± 1.93 y 2.89 ± 0.79%, 

respectivamente) y 66.0 kDa (3.38 ± 0.94 y 2.80 ± 0.61%, respectivamente). 

Tabla 16. Masa relativa (Mr), concentración (%) y frecuencia (n) de proteínas del plama 

seminal de toros SM y CB en la época lluviosa y coeficientes de correlaciones significativos (r) 

respecto a indicadores de calidad espermática. 

San Martinero Cebú Calidad espermática (r) 
Mr % n Mr % n Viabilidad Motilidad Concentración 

89.70 1.86 ± 0.71 21 89.70 2.485 ± 0.51 21 
   

72.80 3.19 ± 0.74 4 
  

0 
   

66.00 2.81± 0.61b 21 66.00 3.38 ± 0.94a 21 
   

61.10 2.89 ± 0.79b 20 61.15 4.93 ± 1.93a 21 
   

45.00 4.12 ±1.50 14 45.00 3.31 ± 1.40 21 
   

36.00 
 

0 36.00 2.20 ± 0.28 21 
  

0.74** 

35.10 4.28 ± 2.17 20 35.10 3.42 ± 1.14 21 
   

33.20 3.02 ± 2.17 16 33.20 3.18 ± 1.82 15 -0.58* -0.60* 0.68** 

29.00 8.52 ± 2.39 21 29.00 7.37 ± 1.58 21 
  

0.48* 

24.00 8.21±1.23 21 24.00 9.03 ± 6.71 21 
   

19.90 23,0 ± 0.54 5 19.90 
 

0 
   

14.20 20.74± 8.09 21 14.20 22.48 ± 7.61 21 
   

6.50 8.92 ± 2.24 21 6.50 9.63 ± 4.16 21 
   

5.40 3.34± 0.30b 4 5.40 5.43 ± 1.07a 7 
   

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas p<.05 (*) o altamente 
significativa p<.001 (**) a un Ŭ del 5%. Los niveles de asociaci·n se demarcan entre raza y calidad 
espermática en forma resaltada. 
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VI.2.1.4. Evaluación comparativa de proteínas del plasma seminal y su asociación con calidad 

espermática de la raza San Martinero en la época seca y lluviosa. 

Al evaluar la raza criolla SM en las dos épocas (lluviosa y seca), en términos generales, se 

observa la presencia de 16 bandas de proteína con pesos moleculares entre 5.4 y 89.7 kDa; de 

estas, resalta la banda de proteína de peso molecular 14.2 kDa que presenta concentraciones 

de 20.74 ± 8.09% en la época lluviosa y de 17.35 ± 5.14% en la época seca, sin diferencias 

entre ellas (p>.05). Por otra parte, se observa que las cuatro proteínas de mayor concentración 

y diferenciales de las demás proteínas, dentro de la misma época, son las proteínas de peso 

molecular 6.5, 14.2, 24.0 y 29.0 kDa (p<0.05) y comprenden el 62.5% del total de la proteína 

presente en el plasma seminal, este  total de proteínas entre épocas no difieren (p>0.05). 

Sin embargo, las bandas de proteínas que reflejaron una mayor concentración en la época de 

lluvias fueron las de peso molecular 5.4, 6.5, 14.2, 19.9, 24.0 y 45.0 kDa, resaltándose esta 

última banda por sus cambios significativos (p<0.05); mientras que, en la época seca las 

bandas de proteína con una mayor concentración fueron la 29.0, 33.3, 35.1, 61.1, 66.0, 72.8 y 

89.7 kDa; para esta época se expresaron tres bandas de proteínas que no se expresaron en la 

época lluviosa, la 17.1, 20.1, 36.0 kDa. 

Además se aprecia una correlación positiva (p<.05, r=0.76) entre el valor de concentración de 

la banda de proteína de peso molecular 19.9 kDa y el porcentaje de espermatozoides móviles 

en la época seca (tabla 17).  

Por otra parte, al analizar la frecuencia de las bandas de proteínas en la época seca se observa 

que las que siempre se presentaron fueron las bandas 66.0, 36.0, 29.0, 24.0 y 14.2 kDa; las de 

mayor frecuencia (mayores de 15 veces) fueron las bandas de 61.1 y 6.5 kDa y las de menor 

frecuencia (igual o menor de 7) fueron las bandas de 72.8, 45.0, 20.1, 19.9 y 5.4 kDa; cuando 

se compara con la época lluviosa (figura 35), se observa que en las dos épocas en todos los 

animales experimentales se expresan las bandas de proteínas de peso molecular 66.0, 29.0, 

24.0 y 14.2 kDa (Tabla 17). 

Las proteínas que se presentaron en el total de animales experimentales en la época lluviosa y 

disminuyeron su frecuencia de presentación en la época seca fueron las de peso molecular 

89.7 y 6.5 kDa. 
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Se observaron cinco proteínas que no se presentaron en la totalidad de los animales 

experimentales y que disminuyeron su frecuencia en la época seca (peso molecular 72.3, 61.1, 

45.0, 35.1 y 33.3 kDa) y la única proteína cuya frecuencia se incrementó en la época seca fue 

la proteína de peso molecular 19.9 kDa (tabla 17).  

Tabla 17. Masa relativa (Mr), concentración (%) y frecuencia (n) de proteínas del plasma 

seminal en la época de lluvias y seca para la raza San Martinero y coeficientes de 

correlaciones significativos (r) respecto a indicadores de calidad espermática. 

Mr 
Lluvias Seca Calidad espermática 

% n % n Viabilidad Motilidad Concentración 

89.7 1.86 ± 0.71 21 2.64 ± 0.58 15    
72.8 3.19 ± 0.74 4 3.53 ± 0.38 2    
66.0 2.81 ± 0.61 21 3.69 ± 0.68 21    
61.1 2.89 ± 0.79 20 4.75 ± 2.32 19    
45.0 4.12 ± 1.5 

a
 14 2.80 ± 0.49 

b
 7    

36.0  0 3.51 ± 1.50 21    
35.1 4.28 ± 2.17 20 5.45 ± 1.91 10    
33.3 3.02 ± 2.17 16 3.46 ± 1.38 12    
29.0 8.52 ± 2.39 21 8.60 ± 2.26 21    
24.0 8.21 ± 1.23 21 6.48 ± 1.57 21    
20.1  0 4.25 ± 2.96 7    
19.9 2.30 ± 0.54 5 2.10 ± 0.55 8  0.76*  
17.1  0 4.56 ± 1.76 14    
14.2 20.74 ± 8.09 21 17.35 ± 5.14 21    
6.5 8.92 ± 2.24 21 7.10 ± 2.29 19    
5.4 3.34 ± 0.30 4 3.21 ± 1.87 4       

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<.05). Los niveles de asociación se demarcan entre época y calidad espermatica en 
forma resaltada 

VI.2.2. ESTUDIO DE SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL POR 
ELECTROFORESIS 2D SDSïPAGE. 

La información colectada de la separación de proteínas del plasma seminal permitió la 

construcción de mapas referenciales 2D-PAGE de la raza SM y CB. Es de anotar que las 

definiciones que se señalaron en este estudio son la respuesta a similitudes en cuanto a la 

posición de los puntos, pesos moleculares y puntos isoeléctricos con respecto a lo reportado 

por algunos investigadores y los registrados en la base de datos NCBI NR.  

Para su verificación se requieren de procedimientos de análisis bioquímicos de secuenciación 

mediante la espectrofotometría de masas de los que no se dispuso durante la realización de 

este estudio. 
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VI.2.2.1. Evaluación comparativa entre la época lluviosa y la época seca de proteínas del plasma 

seminal y su asociación con calidad espermática en ganado criollo San Martinero. 

La señal de proteína en los geles de policrilamida registrados en el mapa referencial de los 

toros SM estudiados para las dos épocas señalan 64 puntos de proteína para la época lluviosa 

(98,46%) de 65 puntos detectados en las dos épocas, mientras que de 52 puntos para la época 

seca (80%) 51 puntos (78.46%) están presentes en las dos épocas; 13 puntos de proteína 

(20%) se encuentran únicamente en la época lluviosa y 1 punto (1.85%) en la época seca 

(tabla 18).  

Para estas proteínas, los pesos moleculares registrados en el mapa de referencia oscilaron 

entre 13.8 y 66.65 kDa y los puntos isoeléctricos (pI) se enmarcaron entre 3.59 y 9.8 de los 

cuales el 95% se localizó por debajo de la neutralidad (pI<7) representando proteínas ácidas o 

ligeramente ácidas; un 1.5% representó una proteína neutra de peso molecular 17.50 kDa y 

dos proteínas con (pI>7) alcalinas o ligeramente alcalinas, con pesos moleculares de 16.69 y 

16.72 kDa y puntos isoeléctricos de 8.63 y 9.8 (tabla 18 y figura 35). 

 

Figura 35. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de animales de la raza San Martinero, donde 
60µg de proteína fueron separados por electroforesis 2D. Flechas azules y rojas que indican los puntos 
de proteína que se expresaron únicamente en la época lluviosa y seca, respectivamente; en los 
recuadros verdes y azules se señalan los puntos de proteínas básicas y neutras y los recuadros de color 
violeta y rojo se muestran los puntos de proteína que más se repiten en la época lluviosa y seca, 
respectivamente. Las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan 
a la izquierda y arriba de la figura. Mapa virtual. 
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Para efectos de un mejor estudio comparativo de los 65 puntos de proteína en relación con la 

calidad espermática en las dos épocas, se determinó analizar las proteínas que superaran el 

valor del 20% de frecuencia de presentación, siguiendo el mismo criterio para la comparación 

entre razas (Tabla 18).  

En la época lluviosa, de los puntos expresados, se reflejan las mayores concentraciones en 

seis puntos de proteínas codificadas como proteínas A2001, A4119, A1311, A3218, A2301 y 

A7304 y caracterizadas por su menor peso molecular entre los 14 y 24 kDa y pH ácidos (14.02, 

4.81; 15.46, 5.15; 16.95, 4.64; 16.24, 4.94; 16.74, 4.78 y 23.24, 6.24, pm/pI respectivamente); 

por otra parte, del total de la proteína cargada en el gel, estos puntos de proteína representan 

3.6, 6.6, 7.1, 17.2, 18.2 y 4.41 % respectivamente. La sumatoria de estos 6 puntos de proteínas 

corresponde al 57.11% del total de proteína cargado.  

Los puntos de proteína A2301, A3218 y A2001 se enmarcan como posibles BSP A1, A2 y A3 

(16.24, 4.94; 16.74, 4.78 y 14.02, 4.81, pm/pI respectivamente); la sumatoria de 

concentraciones de estos puntos de proteína corresponde al 40.05% de las proteínas del 

plasma seminal; es de anotar que las A1 y A2 han sido denominadas como PDC-109; sin 

embargo, al analizar algunas proteínas cercanas a estas BSP, se observa que el punto de 

proteína A4119 (15.46, 5.15) podría ser una de sus isoformas, lo que incrementaría la 

sumatoria de concentraciones de las BSP al 47.16%; de no ser así se podría estar haciendo 

referencia a una nueva proteína. Los puntos de proteína A3704 y A2702, por su ubicación, 

podrían estar indicando la prescencia de osteopontina (Denhardt et al., 2001, y Cancel et al., 

1997). Así mismo, Moura et al. (2007a) reportan ubicaciones parecidas a la A3704 como 

Nucleobindina; las Osteopontinas están asociadas con toros de alta fecundación, (Killian et al., 

1993, Cancel et al., 1997, Moura et al., 2005, 2006a y 2007a) y alta congelabilidad (Jobim et al. 

2001); además están asociadas con la división y mayor producción de embriones in vitro 

(Moura et al. 2005, Killian et al. 1993) y junto con las nucleobindinas, desempeñan un papel 

importante en la capacitación espermática (Souza et al., 2011). 

En el mapa referencial se observan además el punto A1411 y posiblemente los puntos A1407 y 

A507 con valores de peso molecular de 28.20, 28.62 y 28.74 kDa, respectivamente y punto 

isoeléctrico de 4.30, 4.02 y 3.87, respectivamente; los que podrían identificarse como una BSP-

30 kDa que integrarían la familia de las BSP al igual que los puntos isoleléctricos descritos 

anteriormente; de igual forma, se observa el punto de proteína A7001 de peso molecular 13.94 

kDa y punto isoeléctrico de 6.15 fue similar al reportado por Moura et al. (2007) como 
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espermadhesina, los puntos A4609, A2793, A3608, A4608, A5605, A4611 y A6601 como 

clusterinas y la posición del punto de proteína A2001 por su cercanía a lo reportado por Moura, 

como una posible aSFP, proteína ácida del fluido seminal (Moura et al., 2007); esta posible 

espermadhesina es reportada como secretada por las glándulas accesorias y asociada con 

motilidad espermática (tabla 18, figura 36 y 37).  

De los 65 puntos de proteína registrados en el mapa electroforético, fue seleccionado un grupo 

de siete proteínas codificadas como A1003, posibles clusterinas A3609, A4609, A6601 (según 

lo reporta Moura et al., 2007), A3608, A6603 y A7601 con pesos moleculares de 13.8, 37.98, 

38.55, 39.88, 38.73, 46.62 y 46.62 kDa, respectivamente y puntos isolelectricos de 4.12, 5.09, 

5.53, 5.91, 4.96, 5.89 y 6.12, respectivamente, se detectaron solamente en la época de lluvias; 

mientras que la proteína codificada con el número A9202 de peso molecular 26.10 y punto 

isoeléctrico 5.40 se detecto únicamente en la época seca con una baja frecuencia.  

Otro grupo de 17 puntos de proteínas seleccionadas y codificadas como A6001, A3011, A5006, 

A5101, A4119, A930, A1311, A6308, A5305, A8206, A8301, A1411, A1407, A507, A4605, 

A5703 y A5702 con pesos molelculares 13.84, 14.02, 14.91, 15.3, 15.46, 16.69, 16.95, 17.82, 

18.51, 22.23, 24.70, 28.20, 28.62, 28.74, 42.60, 65.29 y 65.66 kDa, respectivamente y puntos 

isoeléctricos de 5.97, 5.00, 5.87, 5.71, 5.15, 8.63, 4.64, 6.05, 5.75, 6.84, 6.72, 4.30, 4.02, 3.87, 

5.20, 5.86 y 5.80, respectivamente, se detectaron un mayor número de veces en la época de 

lluvias; de igual forma, 9 proteínas fueron detectadas un mayor número de veces en la época 

seca, la A7001, A2001, A7304, A6307, A4405, A4404, A1507, A3704 y A4704 con pesos 

moleculares 13.94, 14.02, 23.24, 24.35, 27.15, 27.99, 29.48, 58.79 y 66.2 y puntos isoelectricos 

6.15, 4,81, 6.24, 5.9, 5.32, 5.16, 4.77, 5.09 y 5.6, respectivamente (tabla 18). 

Al realizar la compración entre la época lluviosa y la época seca se observa diferencias en la 

concentración (p<0.001), de los puntos de proteína A2301, A3011, A4119 y A7304 con pesos 

moleculares de 16.74, 14.02, 15.46 y 23.24 kDa y puntos isoeléctricos de 4.78, 5.00, 5.15 y 

6.24, respectivamente. Los puntos A2301 (similar a BSP-A1 por su posición) y A7304 exhiben 

mayor concentración durante el periodo de lluvias, mientras que los puntos A3011 y A4119 lo 

hacen en la época seca. A su vez, los puntos de proteína A1411, A1407 y A507, con pesos 

moleculares de 28.20, 28.62 y 28.74 kDa, respectivamente y puntos isoeléctricos de 4.30, 4.02 

y 3.87, respectivamente, evidencian una mayor concentración y frecuencia de presentación en 

el plasma seminal de los toros en la época de lluvias respecto a la seca. El punto de proteína 

codificada como A1507 de peso molecular 29.48 y punto isoeléctrico 4.77 se presenta en forma 
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inversa a las proteínas A1411, A1407 y A507; para esta proteína la frecuencia es mayor en la 

época seca respecto a la lluviosa. 

Tabla 18. Masa relativa (Mr), punto isoeléctrico (pI), concentración (%) y frecuencias (n) de 

presentación de puntos de proteína del plasma seminal bovino de la raza San Martinero en la 

época lluviosa y seca. 

Código Mr pI 
Lluviosa Seca  

Código Mr pI 
Lluviosa Seca 

% n % n  % n % n 

1003 13.80 4.12 0.32 7 
  

 4404 27.99 5.16 1.51 7 4.76 17 

6001 13.84 5.97 0.61 10 1.32 3  1411 28.20 4.30
 

1.09 14 0.91 3 

7001 13.94 6.15 0.68 13 1.02 14  1410 28.20 4.17 0.41 9 0.06 
 

2001 14.02 4.81 3.60 19 2.29 20  410 28.59 3.59 0.53 11 0.72 
 

3011** 14.02 5.00 1.17
b
 21 2.94

a
 16  409 28.62 3.74 1.20 18 0.42 

 
1001 14.17 4.62 0.42 

 
0.62 

 
 1407 28.62 4.02 1.32 18 0.96 15 

5006 14.91 5.87 1.01 17 1.01 
 

 507 28.74 3.87 1.55 19 1.22 17 

4106 15.09 5.54 2.78 18 2.97 18  3504 28.98 4.95 0.68 12 2.31 
 

5101 15.30 5.71 2.75 21 2.62 16  1507 29.48 4.77 1.32 8 2.24 19 

4113 15.37 5.38 1.62 18 2.24 18  3609 37.98 5.09 0.52 9 
  

4119** 15.46 5.15 6.66
b
 21 9.70

a
 19  4609 38.55 5.53 1.15 6 

  
3218 16.24 4.94 17.25 21 17.16 21  2703 38.71 4.89 0.62 2 

  
930 16.69 8.63 1.14 11 1.62 2  3608 38.73 4.96 0.63 9 

  
2301** 16.74 4.78 19.20

a
 21 11.84

b
 21  4608 38.81 5.32 0.57 

   
9304 16.72 9.80 0.29 14 

  
 5605 39.08 5.69 0.44 

   
1311 16.95 4.64 7.31 16 4.62 12  4611 39.32 5.38 0.35 

   
9302 17.50 7.00 0.35 5 1.10 

 
 6601 39.88 5.91 0.71 6 

  
9303 17.67 5.74 0.55 5 1.58 

 
 6602 40.71 6.03 0.42 

 
0.67 

 
6308 17.82 6.05 0.40 9 0.43 2  3607 42.52 5.09 0.54 

 
1.06 

 
9202 26.10 5.40 

  
1.16 5  4605 42.6 5.20 1.62 10 0.97 3 

5305 18.51 5.75 0.46 14 0.88 2  3606 42.92 4.91 0.21 17 1.31 
 

8206 22.23 6.84 0.53 10 0.72 6  3605 42.92 5.00 0.31 15 1.03 
 

7304** 23.24 6.24 4.41
ª
 17 2.74

b
 21  2603 43.46 4.80 0.38 15 0.57 

 
7202 22.70 6.72 0.59 

 
0.41 

 
 1601 43.46 4.72 0.38 

 
1.16 

 
7311 25.98 6.31 3.89 18 

  
 1602 43.57 4.63 0.07 

 
0.12 

 
6309 25.97 6.02 0.94 18 0.64 

 
 6603 46.62 5.89 2.33 6 

  
6310 26.10 5.91 2.16 19 0.27 

 
 7601 46.62 6.12 2.22 6 

  
6202 23.61 5.98 0.53 

 
0.91 

 
 3704 58.79 5.09 0.55 1 0.91 7 

6307 24.35 5.9 2.46 14 1.82 18  2702 62.56 4.90 0.64 
 

0.96 
 

5304 26.10 5.65 1.08 9 0.67 
 

 5703 65.29 5.86 0.40 12 0.22 2 

8301 24.70 6.72 0.77 9 0.07 1  5702 65.66 5.80 0.43 5 0.52 4 

4405 27.15 5.32 0.46 2 1.24 8  4704 66.20 5.60 1.55 20 1.04 8 

       
 5701 66.65 5.75 0.12 

 
0.12 

 

Códigos de proteínas resaltados representan sumatorias de frecuencias de presentación en las dos 
épocas superiores al 20%; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de 
proteínas entre épocas p<.05 (*) o altamente significativa p<.001(**) a un Ŭ del 5%. 
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Figura 36. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de ganados de la raza San Martinero. Los 
códigos con recuadro de color amarillo señalan los puntos de proteína con mayor concentración; círculos 
rojo, azul, verde, café y negro identifican las PDC-109, la BSP-A3, las BSP-30, espermadhesina y aSFP, 
respectivamente; las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan 
a la izquierda y arriba de la figura.  

 

Figura 37. Mapa de puntos de proteínas plasma seminal de toros de la raza San Martinero. Las 
flechas señalan puntos que coinciden con la ubicación de las BSP A1/A2 (PDC-109), BSP-A3, BSP-
30kDa, Espermadhesina-Z13 y aSFP. 
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En la tabla 19 se puede apreciar que el punto de proteína A3011 es similar a aSFP y señala 

una asociación directa con la concentración de espermatozoides del eyaculado (p<.001, 

r=0.67) y el punto de la proteína A4119 con la viabilidad espermática en forma altamente 

significativa (p<0,001, r=0.51).  

Lo mismo ocurre con el punto de proteína codificado como A5703 de peso molecular 65,29 kDa 

y punto isoeléctrico 5.86, que a pesar de su baja frecuencia de presentación, señala una 

asociación inversa con la viabilidad espermática (p<.05, r= 0.39).  

Tabla 19. Puntos de proteína, masa relativa (Mr), punto isoeléctrico (pI) y concentración 

(%) de los toros San Martinero y coeficientes de correlaciones significativos (r) respecto a 

indicadores de calidad espermática. 

Puntos de 

proteína 
Mr pI % 

r 

Concentración 

EPZ/Ml 

Motilidad 

% 

Viabilidad 

% 

Morfología 

% 

3011 14.02 5.00 1.17 0.67**    

4119 15.46 5.15 6.66   0.51**  

5703 65.29 5.86 0.55   -0.39*  

EPZ= Espermatozoides; Coefientes de correlación de Pearson siginificativas p<0.05  y (**) diferencia 

altamente significativa  p>0.001.  

VI.2.2.2. Evaluación comparativa entre el ganado criollo San Martinero y Cebú de proteínas del 

plasma seminal y su asociación con calidad espermática en la época de lluvias. 

Para realizar la comparación del perfil electroforético 2D del ganado criollo SM con el ganado 

CB, se estableció como época de estudio la lluviosa; en el ganado CB, al igual que en el SM, 

se generó un mapa electroforético referencial 2D-PAGE (figura 38 y tabla 20); además, para el 

estudio y análisis se establecieron en cada uno de los animales experimentales mapas 

similares. Los puntos de proteínas detectados en la raza CB en el mapa electroforético se 

enmarcan en 37 registros, 27 menos que el SM, con pesos moleculares entre 13.9 y 66.2 kDa, 

y pIs entre 4.0 y 9.8. El 94,4% de los puntos de proteínas tienen pl por debajo de 7 similar al 

SM 94.59%, lo que indica que la gran mayoría de puntos de proteína tienen un pH ácido, o 

ligeramente acido. El 5.41% está representado por un punto de proteína con pl neutro al igual 

que en el SM y una con pI alcalino, uno menos que en el SM. De los 37 puntos de proteína 

presentes en la Raza C Brahman, 35 (94.5%) se encuentran presentes en las dos razas, SM y 

CB y dos puntos (5.41%), se encuentran únicamente en la raza CB (figura 38 y tabla 20). 
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Figura 38. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de ganados de la raza Cebú. Los códigos con 
recuadro de color mostaza y azul señalan los puntos de proteína con mayor concentración y las posibles 
clusterinas; los círculos rojo, azul, verde y cafe identifican a las posibles PDC-109, la BSPA3, las BSP-30 
y espermadhesina, respectivamente, donde 60µg de proteína fueron separados por electroforesis 2D; las 
posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba 
de la figura. Arreglo de mapa real y virtual a nivel general y visualización de sección ampliada en mapa 
virtual ampliado. 
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Tabla 20. Masa relativa (Mr), punto isoeléctrico (pI), concentración (%) y frecuencias (n) de 

presentación de puntos de proteína del plasma seminal bovino de la raza San Martinero (SM) 

comparado con el ganado Cebú Brahman  (CB) en la época lluviosa.  

Código Mr pI 
SM C  

Código Mr pI 
SM C 

% n % n  % n % n 

1003 13.80 4.12 0.32 

   
 

4404 27.99 5.16 1.51 7 
  6001 13.84 5.97 0.61 

   
 

1411 28.20 4.30 1.09 14 1.33 6 

7001 13.94 6.15 0.68 13 1.21 6 
 

1410 28.20 4.17 0.41 9 1.50 2 

5105 14.61 5.64 
  

2.84 3 
 

410 28.59 3.59 0.53 11 1.72 12 

2001 14.02 4.81 3.60 19 4.69 21 
 

409 28.62 3.74 1.20 18 1.74 18 

3011 14.02 5.00 1.17 21 
  

 
1407 28.62 4.02 1.32 18 1.57 14 

1001 14.17 4.62 0.42 8 2.67 16 
 

507 28.74 3.87 1.55 19 1.81 18 

5006 14.91 5.87 1.01 17 2.54 12 
 

3504 28.98 4.95 0.68 12 2.94 14 

4106 15.09 5.54 2.78 18 3.24 12 
 

1507 29.48 4.77 1.32 8 4.34 13 

5101 15.30 5.71 2.75 21 3.57 19 
 

3609 37.98 5.09 0.52 9 1.11 2 

4113** 15.37 5.38 1.62
b
 18 11.77

a
 20  4609 38.55 5.53 1.15 6 

  4119** 15.46 5.15 6.66
b
 21 15.51

a
 21  2703 38.71 4.89 0.62 2 1.37 5 

3218 16.24 4.94 17.25 21 14.73 21 
 

3608 38.73 4.96 0.63 9 1.25 5 

930 16.69 8.63 1.14 11 
  

 
4608 38.81 5.32 0.57 

   2301** 16.74 4.78 19.20
a
 21 8.72

b
 21  5605 39.08 5.69 0.44 

   9304 16.72 9.80 0.29 14 1.77 5 
 

4611 39.32 5.38 0.35 

   1311 16.95 4.64 7.31 16 5.81 9 
 

6601 39.88 5.91 0.71 6 
  9302 17.50 7.00 0.35 5 1.35 7 

 
6602 40.71 6.03 0.42 

   9303 17.67 5.74 0.55 5 0.81 3 
 

3607 42.52 5.09 0.54 13 1.14 7 

6308 17.82 6.05 0.40 9 
  

 
4605 42.60 5.20 1.62 10 0.79 4 

9202 26.10 5.40 
  

1.21 4 
 

3606 42.92 4.91 0.21 17 1.44 8 

5305 18.51 5.75 0.46 14 
  

 
3605 42.92 5.00 0.31 15 1.36 7 

8206 22.23 6.84 0.53 10 
  

 
2603 43.46 4.80 0.38 15 1.54 5 

7304 23.24 6.24 4.41 17 
  

 
1601 43.46 4.72 0.38 

   7202 22.70 6.72 0.59 

   
 

1602 43.57 4.63 0.07 

   7311 25.98 6.31 3.89 18 4.10 4 
 

6603 46.62 5.89 2.33 6 
  6309 25.97 6.02 0.94 18 1.02 5 

 
7601 46.62 6.12 2.22 6 

  6310* 26.10 5.91 2.16
b
 19 3.39

a
 21  3704 58.79 5.09 0.55 1 

  6202 23.61 5.98 0.53 

   
 

2702 62.56 4.90 0.64 

   6307 24.35 5.90 2.46 

   
 

5703 65.29 5.86 0.40 12 
  5304 26.10 5.65 1.08 9 1.95 21 

 
5702 65.66 5.80 0.43 5 

  8301 24.70 6.72 0.77 9 
  

 4704* 66.20 5.60 1.55
b
 20 2.85

a
 14 

4405 27.15 5.32 0.46 2 
  

 5701 66.65 5.75 0.12 

   
Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas entre razas 
(p<.05). p<0.05 (*) o altamente significativa p<0.001(**) a un Ŭ del 5%. Los valores resaltados se¶alan los 
puntos de proteína propios para cada grupo de animales estudiado por raza 

Seis proteínas codificadas como A4113, A1311, A4119, A3218, A2301 y A7311 con pesos 

moleculares 15.3, 16.95, 15.4, 16.2, 16.7 y 25.98, respectivamente y puntos isoeléctricos 5.3, 

4.64, 5.1, 4.9, 4.7 y 6.31 kDa, respectivamente, presentan el mas alto porcentaje de proteína en 

el plasma seminal de esta raza (11.77, 5.21, 15.51, 14.73, 8.72 y 4.11%, respectivamente), de 

tal forma que estas conforman el 60.05% del total de la proteína cargada, siendo similar a las 

obtenidas en la raza SM (p<.05).  
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La suma de las concentraciones de los posibles puntos de proteína A2301, A3218 y A2001 de 

pesos moleculares 16.24, 16.74 y 14.02 kDa y puntos isoeléctricos 4.94, 4.78 y 4.81, en CB 

integrantes de la familia BSP como BSP A1/A2 y A3 corresponden al 28.13%, inferior al 

encontrado en el ganado SM 40.5% (p<.0001); sin embargo, cuando a esta sumatoria se le 

incluye el punto de proteína A4119 como una posible isoforma de las BSP, la sumatoria 

alcanza 43,64%, un poco por debajo al encontrado en SM (47.16%); y como se explico 

anteriormente, este punto de proteína podría no ser una isoforma, si no una nueva proteína que 

se expresa en el trópico bajo colombiano, por lo que sería importante su secuenciación.  

Los puntos A507, A1407 y A1411 podrían corresponder a la familia BSP-30 y se visualizan en 

el mapa; el punto de proteína A7001 es similar al que reportan Moura et al. (2007) como 

espermadhesina y la A3011 podría ser una aSFP (tabla 20). 

Al realizar el análisis de medias entre raza, se observa mayor concentración para el SM en la 

proteína A2301 y para el CB en las proteínas A4119 y A4113 (p<.0001) y los puntos de 

proteína A6310 y A4704 indican diferencias a favor del CB (p<.05).  

Los análisis de asociación de proteínas con indicadores de calidad espermática en el CB 

indican que las proteínas A2001, A4113 y A6310 se correlacionan inversamente con la 

concentración de espermatozoides del semen eyaculado (p<.05, r= 0.35; p<.001, r= 0.69 y 

p<.05, r= 037, respectivamente); por el contrario, el punto de proteína A2301 se correlaciona 

directamente con la concentración (p<0.05 r=0.48); además, la proteína A4113 se correlaciona 

en forma inversa con la motilidad (p<.05: r= 0.36) al igual que el punto de proteína A409 (p<.05 

r= 0.38) (tabla 21). 

Tabla 21. Puntos de proteína, masa relativa (Mr), punto isoeléctrico (pI) y concentración 

(%) de los toros Cebú y coeficientes de correlaciones significativos (r) respecto a indicadores 

de calidad espermática. 

Puntos de 

proteína 
Mr pI % 

R 

Concentración Motilidad Viabilidad Morfología 

2001 14.02 4.81 4.69 -0.35    

4113 15.37 5.38 11.77 -0.69 -0.36*   

6310 26.10 5.91 3.39 -0.37    

2301 16.74 4.78 8.72 0.48    

409 28.62 3.74 1.74  -0.38*   

Coefientes de correlación de Pearson siginificativas, p<0.05 (*). 
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VI.3. ANÁLISIS DE CALIDAD ESPERMÁTICA MEDIANTE GRUPOS DE PROTEÍNAS CON 

FRECUENCIA DE PRESENTACIÓN MAYOR AL 70%. 

VI.3.1. ESTUDIOS POR ÉPOCA. 

Para efectos del análisis solo se tuvieron en cuenta aquellos puntos cuya frecuencia de 

presentación estaba por encima del 70% de presentación en la época (tabla 22). 

Tabla 22. Puntos de proteína, masa relativa (Mr), punto isoeléctrico (pI) y frecuencias de 

presentación (n) del plasma seminal del ganado San Martinero en la época lluviosa y seca. 

Código Mr pI 
Epoca lluviosa 

(n) 
Epoca seca 

(n) 

2001 14.02 4.81 19 20 

3011 14.02 5.00 21 16 

5006 14.91 5.87 17 15 

4106 15.09 5.54 18 18 

5101 15.3 5.71 21 16 

4113 15.37 5.38 18 18 

4119 15.46 5.15 21 19 

3218 16.24 4.94 21 21 

2301 16.74 4.78 21 21 

7304 23.24 6.24 17 21 

6307 24.35 5.90 14 18 

1407 28.62 4.02 18 15 

507 28.74 3.87 19 17 

VI.3.1.1. Comportamiento de las variables de calidad espermática en fresco asociadas a grupos de 

proteínas del plasma seminal del ganado San Martinero en época seca y lluviosa. 

Las proteínas del plasma seminal seleccionadas en el ganado criollo SM con más del 70% de 

presentación en ambas épocas fueron la A3011 (Mr 14.02 y pI 5.00), A5006 (Mr 14.91 y pI 

5.87), A4106 (Mr 15.09 y pI 5.54), A7304 (Mr 23.24 y pI 6.24), A6307 (Mr 24.35 y pI 5.9), A2001 

(Mr 14.02 y pI 4.81), A5101 (Mr 15.3 y pI 5.71), A4113 (Mr 15.37 y pI 5.38), A4119 (Mr 15.46 y 

pI 5.15), A3218 (Mr 16.24 y pI 4.94), A2301 (Mr 16.74 y pI 4.78), A1407 (Mr 28.62 y pI 4.02) y 

A507 (Mr 28.74 / 3.87) las cuales se pueden observar en un mapa virtual master generado y en 

la imagen real de un registro del plasma seminal de un toro que presenta todas las proteínas 

seleccionadas (figura 39).  
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a 

 

b 

 
Figura 39. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. a. Puntos 
de proteinas en Mapa Master Virtual generado a través del software PD-Quest de BIO-RAD que resalta 
los 13 puntos de proteina seleccionados por su frecuencia y b. Registro de mapa real; las posiciones de 
los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba en cada 
figura. 

Para la evaluación de la calidad espermática en fresco se ha considerado el volumen seminal, 

concentración espermática, motilidad, viabilidad, morfología, índice de calidad espermática y 

producción espermática de buena calidad reflejada en el número de pajillas de 0.5 mL 

congeladas a 60 x106 epz/mL; los resultados obtenidos por efecto de la época lluviosa o seca 

sobre la calidad espermática en semen fresco señalan, en términos generales, un 

comportamiento similar en los promedios de las variables concentración, motilidad, viabilidad, 
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morfología e índice de calidad espermática (p>0.05); sin embargo, para los promedios de la 

variable volumen seminal (9.36 ± 1.97 en la época lluviosa respecto a 6.12 ± 2.49 en la seca) y 

número de espermatozoides congelables expresados en pajillas de 30x106 espermatozoides 

(166.06 ± 35.54 en la época lluviosa respecto a 101.1 ± 57.60 en la seca) se observó un efecto 

negativo de la época seca en forma significativa (p<0.05); cuando este cálculo de pajillas se 

realizó por mL de semen se observó que no era afectado por la época (tabla 23). 

Tabla 23. Efecto de la época (lluviosa y seca) sobre la calidad espermática de toros San 

Martinero. 

Variable n Lluviosa n Seca Pr>F 

Volumen seminal (mL) 21 9.36 ± 1,97
 a
 21 6.12 ± 2,49

 b
 0.003 

Concentración ((epz x10
6
)/mL) 21 996.38

 
± 122

 a
 21 1.083.00

 
± 182

 a
 0.063 

Motilidad (%) 21 82.62
 
± 3.75

 a
 21 76.90

 
± 14.53

 a
 0.122 

Viabilidad (%) 21 75.57
 
± 4.27

 a
 21 69.48

 
± 15.27

 a
 0.070 

Morfología (% epz normales) 21 86.19
 
± 6.67

 a
 21 82.10

 
± 6.56

 a
 0.211 

ICE (conc,mot,viab, morfl) 21 0.54
 
± 0.33

 a
 35 0.49

 
± 0.17

 a
 0.238 

Epz congelables (N° pajillas) 21 166.06
 
± 35.54

 a
 21 101.1 ± 57.60

 b
 0.003 

Epz congelables (N° pajillas/mL) 21 17.9 ± 2.80
 a
 21 16.2 ± 5.70

 a
 0.003 

Epz congelables /mL (10
6
) 21 537 ± 84

 a
 21 486 ±171 

a
 0.223 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<.05); las pajillas para congelación se empacaron a 30 x10

6
 ep, el ICE hace referencia a 

la variable integradora de indicadores de calidad espermática. 

VI. 3.1.1.1. Análisis del comportamiento del volumen seminal entre épocas.  

El comportamiento del volumen seminal entre épocas mediante el análisis a través de los 

modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo permite determinar que el mejor arreglo de 

covarianzas se obtiene a partir del modelo VCA el cual expresa el menor BIC (178.3), 

estimando así la mejor estructura de los errores estándar para las comparaciones del efecto de 

la época, repetición y su interacción; con este modelo se puede explicar que la época de 

evaluación afectó el volumen seminal (p=0,0028), mientras que las repeticiones y su 

interacción no presentaron efecto (p=0.55 y 0.59, respectivamente) (tabla 24). 

Tabla 24. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre volumen seminal mediante 

el análisis de modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 178.8 207.3 178.3 

Pr>F 
Época 0.0026 0.0026 0.0028 

Repeticion 0.5478 0.5477 0.5503 
Repeticion x Época 0.5980 0.5942 0.5924 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 
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El promedio general del volumen seminal para la época lluviosa fue mayor respecto a la seca 

con 9.36 ± 1.97 y 6.12 ± 2.49 ml, respectivamente (p<0.05) (tabla 23). 

Participación de las proteínas seleccionadas en el comportamiento de volumen seminal: 

Determinado el modelo, la selección de las proteínas o grupos de proteínas que podrían 

explicar en parte los cambios observados en la variable volumen seminal y dada la posibilidad 

de no poder desarrollar modelos de predicción que comprometan la totalidad de las proteínas 

identificadas dentro de cada época, se seleccionaron aquellas proteínas que se deberían incluir 

en el modelo a través del análisis de componentes principales (ACP) el cual permite visualizar 

en relación multidimesional el posible efecto principal; la selección por ACP involucró las 

proteínas A4113, A507, A2301, A5006, A1407 y A2001 con una explicación de la varianza del 

55.2% (figura 40). 

 

Figura 40. Proteínas que intervienen en la expresión del volumen seminal a través del análisis de 
componentes principales. 

Con estas proteínas y a traves de modelos de regresión polinomiales se estableció el valor que 

cada una de ellas ejerce sobre la variable respuesta; es así que las proteínas que señalan 

cambios significativos son la A4113 y la A2301 (p=0.0496, R2=0.6577 y R2ajustado=0.4399); 

cuando el análisis se realiza en forma independiente por época, los modelos de regresión 

polinomial no pueden explicar el comportamiento del volumen (tabla 25). 
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Tabla 25. Estadísticos para determinar el comportamiento del volumen seminal a través de 

las proteínas seleccionadas mediante el modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0496 0.2124 0.8243 
R

2 
0.6577 0.9889 0.6085 

R
2
 ajustado 0.4399 0.9114 -0.7619 

Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 6.6864 0.0785 0.65095 0.8718 4.8365 0.5785 

A4119 0.03589 0.8318 -0.84791 0.1662 0.0996 0.8365 

A4113 -0.99536 0.0395 6.5373 0.1405 -0.79612 0.6423 

A507 -0.75655 0.4915 0.55426 0.4893 -0.08682 0.9943 

A2301 0.22223 0.0217 -0.05602 0.4245 0.21242 0.7996 

A5006 -2.94607 0.0640 1.06583 0.4815 -2.70754 0.6303 

A1407 1.94677 0.1275 1.13727 0.1874 0.9205 0.9707 

A2001 0.00408 0.9915 1.36194 0.1549 0.01832 0.9925 

Considerando las proteínas seleccionadas al hacer el análisis mediante el procedimiento 

STEPWISE de SAS para la predicción del volumen seminal se encontró una proteína asociada 

de forma muy débil sin considerar el efecto de la época fué la A2301 (p<0.05), mientras que 

para la época de lluvia y seca no se pudo establecer proteínas relacionadas (tabla 26).  

Tabla 26. Estadísticos para determinar el comportamiento del volumen seminal a través de 

las proteínas seleccionadas mediante el procedimiento STEPWISE de SAS. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0395 0.1348 n.e. 
R

2 
0.2263 0.4936 n.e. 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 4.69981 0.0039    
 

A2301 0.1713 0.0395   . . 

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre el volumen seminal y la concentración 

de las proteínas seleccionadas a partir de los anteriores procedimientos a nivel general se 

observa que las respuestas de salida señalan con cierta asociación a las proteínas A4113 

(r= 0.31, p=0.0660) y A2301 (r=0.30, p=0.0556). 

Finalmente, podemos precisar que los puntos de proteína que probablemente pudieran exponer 

los cambios contemplados en el volumen seminal de semen fresco podrían estar explicados 

por los puntos señalados en el gel en forma significativa (figura 41) y enunciados de forma 

resaltada en el modelo de volumen referido a continuación (p=0.0496, R2=0.6577).  

Volumen seminal =  6.69 ï (A4113x0.99536) + (A2301x0.0217) ï (A507x0.75655) + (A4119x0.03589) 

ï (A5006x2.94607) + (A1407x1.94677) + (A2001x0.00408)    
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Figura 41. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros raza San Martinero de los puntos de 
proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios del volumen seminal 
en recuadros rojos. Las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos  isoeléctricos se 
señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa Real 

VI. 3.1.1.2. Análisis del comportamiento de la concentración espermática entre épocas. 

En la tabla 27 se pueden apreciar los diferentes arreglos de covarianzas para los efectos de la 

época; fue elegido el modelo VCA el cual expresa el mejor BIC (477) y mediante este modelo 

no se observó efecto de la época de evaluación, de las repeticiones y de la interacción sobre la 

concentración espermática (p=0.0632, 0.2103 y 0.0719, respectivamente). 

Tabla 27. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la concentración 

espermática mediante modelos mixtos con medidas repetidas. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 480.1 508.4 477.4 

Pr>F 
Época 0.0664 0.0664 0.0632 

Repeticion 0.2240 0.2915 0.2103 
Repeticion x Época 0.0605 0.0198 0.0719 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la concentración espermática para la época lluviosa señala 996.38 ± 

122.18 x106 espermatozoides por mililitro, estadísticamente similar a la seca de 1.083.00 ± 

182.95 x106 espermatozoides por mililitro (p>0.05) (tabla 23). 

Participación de las proteínas seleccionadas en los cambios de la concentración espermática: 

A través del ACP fueron seleccionadas un grupo de proteínas, las cuales fueron analizadas a 

través de un modelo de regresión polinomial, encontrando que las proteínas A4113 y A2301 

presentan un efecto inverso y la proteína A7304 un efecto directo sobre concentración 

espermática (p<0.05); por otra parte, la proteína A5006 podría estar involucrada ya que su 



Resultados  

  149  

 

significancia se encuentra un poco por encima (p=0.064); el modelo para cada una de las 

épocas no puede explicar el comportamiento de la concentración (tabla 28). 

Tabla 28. Estadísticos para determinar el comportamiento de la concentración espermática 

con las proteínas seleccionadas a través del modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0343 0.3658 0.4129 
R

2 
0.4485 0.9659 0.8588 

R
2
 ajustado 0.0976 0.7271 0.3648 

Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 1055.4957 0.0785 970.34273 0.2286 1335.7518 0.0472 
A4119 10.29142 0.8318 95.32844 0.1687 0.44732 0.9818 
A4113 -3.6034 0.0395 -377.8747 0.2657 -24.04294 0.7277 
A507 -45.7945 0.4915 -229.737 0.1657 38.14401 0.9386 

A2301 -8.59601 0.0217 12.3926 0.2457 2.02659 0.9523 
A5006 12.01601 0.0640 21.17581 0.8839 -225.3389 0.3705 
A1407 23.90395 0.1275 28.43671 0.6019 -228.3514 0.8250 
A2001 49.87014 0.9915 -24.56316 0.6394 48.48938 0.5648 
A7304 42.66844 0.0471 16.3826 0.1456 1.90265 0.6223 

El modelo generado de este análisis se expresa como: 

Concentración =  1055.50x10
6
 ï (A4133x3.6034) ï (A2301x8.59601) + (A5006x12.0160) + 

(A7304x42.6684)   

Con el propósito de la búsqueda de un mejor modelo que explique el comportamiento de la 

concentración espermática, se realizó un análisis mediante el procedimiento de STEPWISE con 

las seleccionadas por ACP; los resultados muestran que las proteínas A5006, A7304 y A1407 

podrían explicar el comportamiento de la concentración espermática a nivel general (p=0.0013 

y R2 0.95); no obstante, a pesar de que no existe diferencia entre épocas, al hacer el análisis 

para lluvias se observó que la proteína A2001 podria explicar en forma directa los cambios en 

concentración espermática y para la época seca la proteína A2301 en forma inversa (tabla 29). 

Tabla 29. Estadísticos para determinar el comportamiento de la concentración espermática 

a través de las proteínas seleccionadas mediante el procedimiento de STEPWISE de SAS. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0013 0.0200 0.0300 
R

2 
0.9476 1.0000 0.7312 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 1204.084 <.0001 716.20471 0.0020 1344.9331 <.0001 
A5006 -246.80254 0.0022    

 
A7304 32.66844 0.0282    

 
A1407 -116.61404 0.0037    

 
A2001 

 
 128.19521 0.0020  

 
A2301 

 
   -13.15886 0.0300 
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Del análisis anterior se generarían los siguientes modelos: 

Concentración general =  1204.084 x10
6 
ï (A5006x246.80254) + (A7304x32.66844) ï 

(A1407x116.61404)  

Concentración lluvias =  716.205 x10
6 
+ (A2001x128.19521)  

Concentración época seca = 1344.9331 x10
6 
- (A2301x13.15886)  

Por otra parte, al calcular el coeficiente de correlación parcial se observa a nivel general que un 

punto de proteína codificado como A3011 señala asociación significativa y directa con la 

concentración espermática (r=0,6193, p<0,05) 

Finalmente, se puede definir que los puntos de proteína que posiblemente expliquen con mayor 

fortaleza los cambios en concentración espermática del semen fresco probablemente estén 

asociados en forma significativa a los puntos señalados en el gel de la figura 42.  

 

Figura 42. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de ganados de la raza San Martinero. Puntos 
de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios de la concentración 
espermática en forma general se identifican con recuadros verdes, para la época lluviosa con recuadros 
azules y para la época seca con recuadros rojos; las posiciones de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 

VI. 3.1.1.3. Análisis del comportamiento de la motilidad espermática entre épocas. 

La evaluación del efecto de la época sobre el comportamiento de motilidad espermática se 

puede observar en la tabla 30, en donde el arreglo VCA genera el mejor BIC, indicando que la 

variable motilidad no es afectada por la época (p>0.05), explicando con mayor aproximación 

que la época de evaluación, las repeticiones y su interacción no presentaron efecto sobre la 

motilidad espermática (p=0,1217, 0,5934 y 0,4280, respectivamente). 
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Tabla 30. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la motilidad espermática 

mediante modelos mixtos con medidas repetidas. 

 
VCCS VCU VCA 

 
BIC 292.0 316.2 290.2 

Pr>F 

Época 0.0639 0.0639 0.1217 

Repeticion 0.6360 0.4135 0.5934 

Repeticion x Época 0.4760 0.3692 0.4280 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la motilidad espermática para la época lluviosa fue de 82,62 ± 3,75% y 

para la seca de 76,90 ± 14,53%, sin diferencias entre ellas (p>0.05) (tabla 23.) 

Participación de las proteínas seleccionadas en los cambios de la motilidad espermática: 

Siguiendo el procedimiento de selección de las proteínas a través del ACP, los puntos de 

proteína A7304, A3218, A6307, A4106, A3011 y A5101 resultan como seleccionados con una 

explicación de la variación del 54,8%; al hacer seguidamente el análisis con estas proteínas a 

través de modelos de regresión polinomial no se puede determinar que proteínas podrían estar 

relacionadas con la motilidad espermática; no obstante, mediante el procedimiento STEPWISE, 

se observa a nivel general que el punto A6307 señala algún efecto con el comportamiento de la 

motilidad espemática pero es un modelo con bajo nivel de predicción (p<0.05 y R2= 0.23, tabla 

31). 

Tabla 31. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

motilidad en razón a la concentración de las proteínas seleccionadas por ACP. 

 General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0432 n.e. n.e. 

R
2 0.2316 n.e. n.e. 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 66.55457 <.0001    
 

A6307 5.26816 0.0432    
 

Al hacer nuevamente el análisis mediante el procedimiento STEPWISE de SAS para la 

predicción de la motilidad involucrando todos los puntos de proteína, la respuesta indica que los 

puntos que explican esta variable son los puntos de proteína A7304 y A2001 en forma inversa y 

el A6307 en forma directa (tabla 32). 
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Tabla 32. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

motilidad espermática involucrando todos los puntos proteínas. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0,0047 n.e. n.e. 

R
2 

0,9969 n.e. n.e. 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 75.32838 0.0002    
 

A2001 -1.83573 0.0324    
 

A7304 -5.42565 0.0053    
 

A6307 14.89989 0.0019    
 

Por otra parte, al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la concentración de las 

proteínas seleccionadas a través del modelo anterior y la motilidad espermática se observa una 

asociación directa de la proteína A6307 (r=0.46, p<.05). 

Por último, los puntos de proteína que posiblemente indiquen los cambios observados en la 

variable de motilidad espermática en el semen fresco prodrían estar asociados a los puntos 

señalados en el gel presentado en la figura 43 en forma significativa y descritos en el modelo 

de predicción de la motilidad espermática más sensible el que es referido a continuación. 

Motilidad =  75,32838 ï (A2001x1.83573) ï (A7304x5.42565) + (A6307x14.89989) 

 

Figura 43. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. Puntos de 
proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios de la motilidad 
espermática se señalan en recuadro verde; las posiciones de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 
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VI. 3.1.1.4. Análisis del comportamientos entre época de la viabilidad espermática. 

En la tabla 33 se observa que el mejor modelo para el análisis de la viabilidad espermática a 

través de los modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo es el VCA; los resultados 

indican que la época de evaluación, sus repeticiones y su interacción no presentaron efecto 

sobre la viabilidad espermática (p=0,0703, 0,3742 y 0,8719, respectivamente). 

Tabla 33. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la viabilidad espermática 

mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 298.0 311.3 293.9 

Pr>F 
Época 0.1025 0.1025 0.0703 

Repeticion 0.5177 0.2333 0.3742 
Repeticion x Época 0.9161 0.7196 0.8719 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la viabilidad espermática para la época lluviosa fue de 75.57 ± 4.27% y 

de 69.48 ± 15.27% para la seca, sin diferencias entre ellas (p>0.05) (tabla 23). 

Participación de las proteínas seleccionadas sobre los cambios en la viabilidad espermática: 

Con el propósito de análizar la asociación de los puntos de proteína sobre la viabilidad 

espermática se realizaron ACP; en la tabla 34 se puede visualizar el análisis con los puntos de 

proteínas seleccionadas a través de un modelo de regresión polinomial que señala a nivel 

general, sin considerar la época, un modelo con un nivel de predicción medio (p=0.0769, 

R2=0.6222 y R2ajustado=0.3818); bajo este criterio, las proteínas que podrían estar señalando 

cambios en el comportamiento de la viabilidad serían la A2301 y la A1407. 

El procedimientos STEPWISE y de cálculo de coeficientes de correlación parciales no logran 

explicar el comportamiento de la viabilidad espermática en forma significativa. 

Finalmente al revisar los análisis realizados, podemos definir que los puntos de proteína que 

posiblemente pueden interpretar los cambios observados en la viabilidad espermática en 

semen fresco podrían estar explicados por los puntos señaladas en el gel de la figura 44 en 

forma significativa y expresado en el siguiente modelo:  

Viabilidad =  44.76245 + (A2301x0.1165) + (A1407x7.0203) ï (A507x0.7573) + (A5006x 0.4702) + 

(A2001x2.6244) + (A4113x3.7084) + (A4119x0.9448) + (A7304x2.6244) + 

(A6307x3.7084) + (A3318x0.9448) 
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Tabla 34. Estadísticos para determinar el comportamiento de la viabilidad espermática a 

través de las proteínas seleccionadas mediante el modelo de regresión polinomial.  

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0769 0.2041 0.6363 

R
2 

0.6222 0.9898 0.7490 

R
2 

ajustado 0.3818 0.9183 -0.1293 

Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 44.76245 0.0785 73.14122 0.0551 44.92004 0.2446 

A507 -0.75725 0.8318 1.1309 0.4816 -8.43606 0.8532 

A2301 0.1165 0.0395 -0.44419 0.1243 0.14645 0.9624 

A5006 0.47023 0.4915 -0.64324 0.8022 -7.22133 0.7273 

A1407 7.02086 0.0217 4.06805 0.1065 19.09105 0.8399 

A2001 2.62437 0.0640 1.08642 0.3533 4.33297 0.5735 

A4113 3.70841 0.1275 6.89926 0.2551 4.13774 0.5306 

A4119 0.94476 0.9915 -1.01927 0.2653 0.85663 0.6443 

A7304 2.62437 0.0640 1.08642 0.3533 4.33297 0.5735 

A6307 3.70841 0.1275 6.89926 0.2551 4.13774 0.5306 

A3318 0.94476 0.9915 -1.01927 0.2653 0.85663 0.6443 

 

Figura 44. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. Puntos de 
proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios de viabilidad se 
señalan en recuadro verde, las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos 
se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 

VI. 3.1.1.5. Análisis del comportamiento de la morfología espermática entre épocas. 

En la tabla 35 se puede visualizar el análisis de la morfología espermática mediante modelos 

mixtos con medidas repetidas en el tiempo, en donde el mejor arreglo de covarianzas se obtuvó 

a partir del modelo VCA; con este modelo se explica que la época de evaluación, sus 
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repeticiones y su interacción no presentaron efecto sobre la morfología espermática (p=0.2107, 

0.1793 y 0.7123, respectivamente). 

Tabla 35. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la morfología espermática 

mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

 
BIC 248.7 281.8 247.8 

Pr>F 

Época 0.2101 0.2101 0.2107 

Repeticion 0.2534 0.1481 0.1793 

Repeticion x Época 0.7509 0.6767 0.7123 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la morfología espermática para la época lluviosa fue de 86.19 ± 6.67% 

y para la seca de 82.10 ± 6.56%, sin diferencias entre ellas (p>0.05) (tabla 23). 

Participación de las proteínas seleccionadas sobre los cambios en la morfología espermática: 

En la figura 45 se observan las proteínas A507, A2301, A5006, A1407, A2001, A4119 y A4113 

seleccionadas por ACP; estas proteínas al ser sometidas al análisis de regresión polinomial, 

con el fin de establecer el valor que cada una de estas ejerce sobre la variable respuesta, se 

visualiza a nivel general y para cada una de las épocas, que los modelos de regresión 

polinomial con todas las proteínas seleccionadas no pueden explicar el comportamiento de la 

morfología espermática (tabla 36).  

 

Figura 45. Proteínas que intervienen en la expresión de la morfología espermática a través del 
análisis de componentes principales. 
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Tabla 36. Estadísticos para determinar el comportamiento de la morfología espermática 

mediante las proteínas seleccionadas a través del modelo de regresión polinomial  

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.8578 0.5920 0.6738 

R
2 

0.2186 0.9004 0.7261 

R
2 

ajustado -0.2787 0.2030 -0.2327 

De igual forma, al hacer el análisis mediante el procedimiento STEPWISE no se pudieron 

establecer proteínas asociadas ni a nivel general ni para la época de lluvias y seca; no 

obstante, al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la concentración de 

proteínas y la morfología espermática se observó a nivel general que la proteína A4119 

presenta una asociación inversa media (r= 0.35119 y p<.05). 

VI. 3.1.1.6. Análisis del comportamiento del índice de calidad espermática (ICE) entre épocas.  

En la tabla 37 se puede observar el análisis del ICE expresado de la motilidad, viabilidad, 

morfología y concentración espermática, en donde la mejor estructura de covarianzas se 

obtuvo a partir del modelo VCU el cual expresó el menor BIC (-2.8). Los resultados explican 

que la época de evaluación, sus repeticiones y su interacción no presentaron efecto sobre el 

ICE (Pr>F 0.2409, 0.6733 y 0.0562, respectivamente). 

Tabla 37. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre el ICE mediante modelos 

mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC -22.4 -2.8 -22.4 

Pr>F 
Época 0.2409 0.2409 0.2376 

Repeticion 0.8863 0.6733 0.8900 
Repeticion x Época 0.3973 0.0562 0.4090 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general obtenidos para el ICE señalan en la época lluviosa un valor de 0.54 ± 0.33, 

el cual es similar (p>0.05) para la seca de 0.49 ± 0.17% (tabla 23).  

Participación de las proteínas seleccionadas sobre los cambios del ICE: 

Seleccionados los puntos de proteína A2301, A1407, A2001, A4119, 6307 y A4113 por ACP se 

logra explicar la varianza en un 53.7% (figura 46) y seguidamente análizados mediante un 

modelo de regresión polinomial (tabla 38), los resultados señalan un modelo que predice de 

forma adecuada el comportamiento del ICE (p=0.0185 y R2=0.6704) a nivel general; en cuanto 
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al comportamiento de los puntos de proteínas se observa que la A2301 presenta un 

comportamiento inverso y las A4113, A4119, A1407, A2001 y A6307 un comportamiento 

directo con respecto al ICE; los puntos de proteína que dentro del modelo indican efecto 

significativo (P<0.05) corresponden a la A4113, A4119, A2001 y A6307. 

 

Figura 46. Proteínas que intervienen en la expresión del índice de calidad espermática (ICE) a 
través del análisis de componentes principales. 

Tabla 38. Estadísticos para determinar el comportamiento del índice de calidad 

espermática (ICE) a través de las proteínas seleccionadas por análisis de componentes 

principales (ACP) mediante un modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0185 0.8845 0.0613 

R
2 

0.6704 0.6394 0.8911 

R
2 

ajustado 0.5056 -1.5241 0.7276 

Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 0.16429 0.1953 0.59288 0.3889 0.07338 0.5848 

A4113 0.03311 0.0499 -0.08582 0.7293 0.03486 0.1898 

A4119 0.01215 0.0451 0.03704 0.7253 0.01717 0.0545 

A2301 -0.00339 0.3002 -0.00947 0.8322 0.0007725 0.9121 

A1407 0.01911 0.5815 -0.09214 0.8357 -0.05435 0.5755 

A2001 0.0432 0.0022 0.02417 0.8781 0.06561 0.0599 

A6307 0.06082 0.0350 0.01177 0.8768 0.04611 0.2889 

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la concentración de proteínas y el ICE 

a nivel general se observa para la proteína A5006 una asociación inversa y significativa 

(r= 0.3851, p<0.05) y directa para la A7304 (r=0.3498, p<0.05). 
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Los análisis anteriores permiten seleccionar la evaluación mediante regresión polinomial en 

donde involucra los puntos de proteína en forma significativa descritos en la figura 48 bajo el 

siguiente modelo que explica los cambios del ICE. 

ICE =  0.1643 + (A4113x0.03311) + (A4119x0.01215) + (A2001x0.0432) + (A6307x0.06082) ï 

(A2301x0.00339) + (A1407x0.01911) 

 

Figura 47. Análisis 2D SDS PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. Puntos de 
proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios del índice da calidad 
espermática (ICE) se señalan con recuadros rojos; las posiciones de los marcadores de peso molecular 
y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 

VI. 3.1.1.7. Análisis del comportamiento de la producción de espermatozoides congelables 

(número de pajillas congeladas) entre épocas. 

Para un mejor entendimiento del análisis de resultados de la variable producción de 

espermatozoides congelables, ésta se expresó como el número de pajillas congeladas a 

concentraciones de 30x106 epz netos después de la corrección y ajuste con los porcentajes de 

motilidad, viabilidad y espermatozoides normales de los eyaculados obtenidos de las unidades 

experimentales. 

La evaluación del efecto de la época en el tiempo sobre la producción de espermatozoides 

congelables se puede observar en la tabla 39, en donde el arreglo VCA genera su mejor BIC 

(398.7), indicando que la variable producción de espermatozoides congelables representados 

en pajillas congeladas es afectada por la época (p=0.0031), mientras que sus repeticiones y la 
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interacción no presentaron efecto sobre la variable de estudio (p=0.4208 y 0.8774 

respectivamente). 

Tabla 39. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre el número de pajillas 

congeladas mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 402,0 434,0 398,7 

Pr>F 
Época 0,0022 0,0022 0,0031 

Repeticion 0,4597 0,3828 0,4208 
Repeticion x Época 0,8698 0,9000 0,8774 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Los promedios generales de número de pajillas congeladas para la época lluviosa y seca 

fueron de 166.06 ± 35,54 y 101.10 ± 57.6 respectivamente, con diferencias entre ellas (p<.05) 

(tabla 23). 

Participación de las proteínas seleccionadas en la producción de espermatozoides congelables: 

Seleccionados los puntos de proteína A4119 y A4113, A507, A2301, A5006, A1407 y A2001 a 

través del ACP con una explicación del 54% de la varianza (figura 48), se procedió a analizar 

estos puntos mediante un modelo de regresión polinomial. 

 

Figura 48. Proteínas que intervienen en la expresión del número de pajillas congeladas a través del 
análisis de componentes principales. 

Los resultados obtenidos a pesar de la diferencia entre épocas, señalan un efecto al nivel 

general medio (p=0.0286, R2=0.6965), siendo significativo en el modelo la proteína A1407 

(p<0.05); para cada una de las épocas los modelos de regresión polinomial no pueden explicar 

el comportamiento del número de pajillas congeladas (tabla 40). 
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Tabla 40. Estadísticos para determinar el comportamiento del número de pajillas 

congeladas por epocas a través de las proteínas seleccionadas mediante modelos de regresión 

polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0286 0.6538 0.5460 
R

2 
0.6965 0.8728 0.7980 

R
2 

ajustado 0.5034 -0.0174 0.0911 
Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 29.86907 0.6372 5.92612 0.9760 -12.01418 0.9290 
A507 -19.41705 0.3286 -6.64708 0.8432 45.64036 0.8177 

A2301 2.66986 0.0999 -1.72181 0.5737 7.55144 0.5908 
A5006 -23.66013 0.3746 27.44136 0.6784 -21.90899 0.8052 
A1407 47.05863 0.0475 23.34796 0.4009 -102.8603 0.8022 
A2001 14.20466 0.0571 29.00132 0.3324 8.10872 0.8003 
A4113 -12.28069 0.1353 67.9771 0.5200 -16.74999 0.5550 
A4119 5.02376 0.1164 -3.09474 0.8280 7.3413 0.3984 

Del análisis realizado se genera el siguiente modelo para la producción de espermatozoides 

congelables (PEC). 

PEC =  29.8691 + (A1407x47.0586) ï (A507x194171) + (A2301x2.6699) ï (A5006x23.6601) + 

(A2001x14.20466) ï (A4113x12.2807) + (A4119x5.0238) 

Al hacer el análisis de estas mismas proteínas mediante el procedimiento STEPWISE para la 

predicción del número de pajillas congeladas la proteína asociada a nivel general, sin 

considerar la época, fue la A1407 pero en este caso su asociación es individual (p=0.0265, 

R2=0.2576) (tabla 41). 

Tabla 41. Estadísticos del procedimiento de STEPWISE de SAS de las proteínas del 

plasma seminal seleccionadas en el comportamiento de la producción de espermatozoides 

congelables (representada por el número de pajillas). 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0265 n.e. n.e. 

R
2 

0.2576 n.e. n.e. 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 94.12903 0.0004    
 

A1407 38.57398 0.0265    
 

Sin embargo, al involucrar todas las proteínas mediante el procedimiento STEPWISE para la 

predicción del número de pajillas congeladas, el punto de proteína asociada para la época de 

lluvias fue la A5101, mientras que para la seca no se pudieron establecer proteínas 

relacionadas (tabla 42). 
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Tabla 42. Estadísticos del procedimiento de STEPWISE de SAS del efecto de las proteínas 

del plasma seminal sobre el comportamiento de la producción de espermatozoides congelables 

(representada por el número de pajillas). 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F n.e. 0.0410 n.e. 

R
2 

n.e. 0.9959 n.e. 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 
 

 75.34376 0.0488  
 

A5101 
 

 32.05243 0.0410  
 

Por otra parte, al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la concentración de 

proteínas y el número de pajillas congeladas se observa una asociación positiva de la proteína 

A2001 (r=0.36, p<0.05), A7304 (r=0.42, p<0.05) y A6307 (r=0.41, p<0.05) a nivel general y para 

la época de lluvias de la proteína A7304 (r=0.55, p<0.05); los resultados sobre los puntos de 

proteína que podrían estar explicando el comportamiento de esta variable se registraron en el 

gel de la figura 49 en color verde a nivel general sin y en color azul la época lluviosa. 

 

Figura 49. Análisis 2D SDS- PAGE de plasma seminal de ganado de la raza San Martinero. Puntos 
de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios de producción de 
espermatozoides congelables por efecto de la época a nivel general se señalan de color verde y en la 
época lluviosa de color azul. Las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos 
se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 

VI.3.1.2. Comportamiento de las variables de calidad espermática post-descongelación y su 

relación con  las proteínas del plasma seminal de toros San Martinero en época seca y lluviosa. 

Para la determinación de la evaluación de la calidad espermática de semen post descongelado 

se consideraron las variables motilidad, viabilidad, morfología e índice de calidad espermática; 

los resultados obtenidos por efecto de la época en la calidad espermática del semen post 
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descongelado señalan un mejor comportamiento de la viabilidad, morfología e ICE en la época 

lluviosa respecto a la seca (p<0.05) para las variables morfologia e ICE y altamente 

significativas (p<0.001) para la variable viabilidad. Por otra parte, al hacer el cálculo de 

espermatozoides viables por pajilla descongelada se observa que no hay efecto dela época 

(tabla 43). 

Tabla 43. Efecto de la época lluviosa o seca sobre la calidad espermática post-

descongelación de toros San Martinero. 

Variables n Época Lluviosa n Época Seca Pr>F 

Concentración epz/pajilla (x10
6
) 35 30 35 30  

Motilidad (%) 35 41.49 ± 5.43
 a
 35 39.14 ± 4.79

 a
 0.1952 

Viabilidad (%)** 35 62.77
 
± 3.12

 a
 35 58.20

 
± 4.34

 b
 <.0001 

Morfología (% epz normales)* 35 80.14
 
± 4.71

 a
 35 75.43

 
± 3.66

 b
 0.0019 

ICE* 35 0.21 ± 0.09
 a
 35 0.17 ± 0.08

 b
 0.0168 

Fecundación in vitro (%) 35 65,30 ± 8.95
 a
 35 64.83 ± 9.34

 a
 0.8620 

Producción de blastocistos (%) 35 32.12 ± 7.75 
a 

35 29.85 ± 6.66 
a 

0.4542 

Epz viables /pajilla (x10
6
)  6.26± 0.43

 a
  5.15 ± 0.54

 a
 0.2230 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<.05); las pajillas para congelación se empacaron a 30 x10

6
 epz/mL; ICE hace referencia 

a la variable integradora de indicadores de calidad espermática. 

VI.3.1.2.1. Análisis del comportamiento de la motilidad espermática post-descongelación entre 

épocas. 

En la tabla 44 se observa el análisis de la motilidad espermática post-descongelación mediante 

los modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo, en donde se explica que la época de 

evaluación, sus repeticiones y la interacción no presentaron efecto sobre la motilidad 

espermática post-descongelación (p=0.1952, 0,6931 y 0.5106, respectivamente) a tráves del 

modelo VCA. 

Tabla 44. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la motilidad espermática 

post -descongelación mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 392.4 411.0 392.1 

Pr>F 
Época 0.1988 0.1988 0.1952 

Repeticion 0.6789 0.3583 0.6931 
Repeticion x Época 0.4959 0.2876 0.5106 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 
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Los promedios generales obtenidos de la motilidad espermática post-descongelación para la 

época lluviosa fue de 41.49 ± 5.43% y para la seca de 39.14 ± 4.79%, sin diferencias entre 

ellas (p<.05) (tabla 43). 

Participación de las proteínas del plasma seminal de las muestras colectadas en la época 

lluviosa y seca en la motilidad espermática post-descongelación: 

Siguiendo el mismo procedimiento de análisis anterior, se seleccionaron con una explicación 

del 53% de explicación de la varianza los puntos de proteína A4119, A4113, A507, A2301, 

A5006, A1407 y A2001 por ACP para ser analizadas mediante un modelo de regresión 

polinomial. Los resultados obtenidos no señalaron efecto de las proteínas sobre el 

comportamiento de la motilidad espermática post-descongelación (tabla 45). 

Tabla 45. Estadísticos para determinar el comportamiento de la motilidad espermática 

post-descongelación a través de las proteínas seleccionadas por análisis de componentes 

principales mediante el modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.4828 0.5895 0.6455 
R

2 
0.3875 0.9014 0.7436 

R
2 

ajustado -0.0023 0.2109 -0.1538 

Por otra parte, al calcular los coeficientes de correlación parciales a nivel general se determinó 

que la proteína A507 y la motilidad espermática post-descongelación presentan una asociación 

positiva y significativa (r=0.36, p<.05); finalmente se definió que el punto de proteína A507 es el 

único punto posible relacionado en un nivel medio con la motilidad espermática post-

descongelación (figura 50). 

 

Figura 50. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. Puntos de 
proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los cambios de motilidad post-
descongelación se señalan en recuadro verde; las posiciones de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 
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VI.3.1.2.2. Comportamiento de la viabilidad espermática post-descongelación entre épocas. 

El análisis de la viabilidad espermática post-descongelación mediante modelos mixtos con 

medidas repetidas en el tiempo permitió determinar que la época de evaluación presenta 

efectos sobre la viabilidad, pero sus repeticiones y su interacción no señalan cambio (Pr>F 

<.0001, 0.7713 y 0.5160, respectivamente) (Tabla 46). 

Tabla 46. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la viabilidad espermática 

post-descongelación. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 359.9 381.6 355.6 

Pr>F 
Época <.0001 <.0001 <.0001 

Repeticion 0.8222 0.7221 0.7713 
Repeticion x Época 0.6428 0.4579 0.5160 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la viabilidad espermática post-descongelación para la época lluviosa 

fue de 62.77 ± 3.12% siendo mayor que el promedio de la seca (p<.05) el cual fue de 58.20 ± 

4.34% (tabla 43). 

Relación de las proteínas del plasma seminal identificadas en época lluviosa y seca respecto a 

la viabilidad espermática post-descongelación: 

Mediante el ACP se seleccionaron los puntos de proteína A4113, A2301, A507, A5006, A1407 

y A2001 que posiblemente podrían tener algún efecto sobre la viabilidad espermática post-

descongelación, explicado la varianza en un 53.1% (figura 51). 

 

Figura 51. Proteínas que intervienen en la expresión de la viabilidad espermática post- 
descongelación a través del análisis de componentes principales. 
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Con estos puntos de proteínas se procedió a realizar un modelo de regresión polinomial para 

establecer el valor que cada una de éstas ejerce sobre la variable propuesta; los resultados 

señalan que el modelo presenta cambios significativos únicamente para la época seca 

(p=0.0449, R2=0.9508), siendo significativa la proteína A507 (p<.05); a nivel general y para la 

época de lluvias los modelos de regresión no explican el comportamiento de la viabilidad 

espermática post-descongelación (tabla 47); por otra parte, el procedimiento STEPWISE y los 

coeficientes de correlación no establecieron la influencia de los puntos de proteína sobre el 

comportamiento de la variabiludda espermática post-descongelación. 

Tabla 47. Estadísticos para determinar el comportamiento de la viabilidad espermática 

post-descongelación a través de puntos de proteínas seleccionadas mediante el modelo de 

regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.6067 0.8489 0.0449 
R

2 
0.2784 0.5327 0.9508 

R
2 

ajustado -0.0823 -0.8693 0.8525 
Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 61.74102 <.0001 69.44179 0.142 59.79654 <.0001 
A4113 -0.53924 0.5363 -5.41392 0.6384 1.06742 0.1673 
A2301 0.10153 0.5211 -0.00802 0.9831 -0.37339 0.2333 
A5006 0.06153 0.9789 -0.62324 0.9515 -4.50296 0.0560 
A1407 0.56573 0.8130 -2.35878 0.5200 20.74315 0.0732 
A2001 -0.7237 0.3267 -0.91675 0.7918 2.03577 0.0570 
A507 -1.48036 0.4964 3.64511 0.4050 -14.29433 0.0292 

Al igual que en motilidad, el punto de proteína A507 se asocia con cambios significativos en la 

viabilidad espermática post-descongelación (VEP-D) durante la época seca (figura 52), a 

continuación se presenta el modelo de predicción asociado: 

VEP-D =  59.80 ï (A507x14.29) ï (A5006x4.50) + (A1407x20.74) + (A2001x2.04) + (A4113x1.07) ï 

(A2301x0.37) 
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Figura 52. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de toros de la raza San Martinero. El punto 
de proteína que posiblemente estaría explicando en forma significativa los cambios de viabilidad 
espermática post-descongelación en semen colectado en la época seca se señala en recuadro rojo; las 
posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba 
de la figura. Mapa real. 

VI.3.1.2.3. Comportamiento de la morfología espermática post-descongelación entre épocas. 

La información de morfología espermática post-descongelación analizada mediante los 

modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo demostró que la mejor estructura de 

covarianzas se obtiene a partir del modelo VCA o el VCCS los cuales expresaron similar BIC 

(372.1) y dada su similitud se decidió trabajar con el VCA; el análisis evidenció que la época de 

evaluación presenta efectos sobre la morfología espermática post-descongelación, mientras 

que sus repeticiones y la interacción no presentan efecto (Pr>F 0.0019, 0.6558 y 0.5118, 

respectivamente) (tabla 48). 

Tabla 48. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre la morfología espermática 

post-descongelación mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 372.1 n.d. 372.1 

Pr>F 
Época 0.0019 n.d. 0.0019 

Repeticion 0.6560 n.d. 0.6558 
Repeticion x Época 0.5047 n.d. 0.5118 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la morfología espermática post-descongelación para la época lluviosa 

fue de 80.14 ± 4.71% y para la seca de 75.43 ± 3.66%, siendo menor este último respecto a la 

lluviosa (p<.05) (tabla 43). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en cada época (lluviosa y seca) respecto a la 

morfología espermática post-descongelación: 

Mediante el ACP con una explicación de la varianza del 52,7% se seleccionaron los puntos de 

proteína A507, A1407, A5006, A2301, A2001, A4119 y A4113, que podrían explicar los 

cambios observados en la morfología espermática post-descongelación (figura 53). 
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Figura 53. Proteínas que intervienen en la expresión de la morfología espermática post-
descongelación a través del análisis de componentes principales. 

Con estas proteínas se procedió a seleccionar aquellas que predijeran mejor la morfología 

espermática post-descongelación mediante un modelo de regresión polinomial; los resultados 

evidencian para la época seca un modelo significativo (p=0,0204, R2=0.8034, 

R2ajustado=0.6629), en donde se destaca la proteína A4119 (p<0.05) (tabla 49).  

Tabla 49. Estadísticos para determinar el comportamiento de la morfología espermática 

post-descongelación a través de las proteínas seleccionadas mediante el modelo de regresión 

polinomial  

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.5241 0.7800 0.0204 
R

2 
0.1771 0.2565 0.8034 

R
2 

ajustado -0.0286 -0.2747 0.6629 
Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 80.06494 <.0001 77.31473 <.0001 79.33424 <.0001 
A4113 0.37298 0.6473 -3.92595 0.4213 0.92807 0.0678 
A4119 -0.34409 0.1325 1.71967 0.2651 -0.37235 0.0182 
A1407 1.41147 0.5058 -0.94515 0.7147 -3.04736 0.2304 
A2001 0.05754 0.9217 0.18367 0.8333 0.74343 0.1621 
A507 -0.6375 0.7325 -1.51317 0.6763 -0.7076 0.6946 

El modelo que explica el comportamiento de la morfología espermática post-descongelación 

(MEP-D) para la época seca que se genera de este análisis se describe de la siguiente manera: 

MEP-D =  79.33 + (A4113x0.93) ï (A4119x0.31) ï (A1407 x3.05) + (A2001x0.74) ï (A507x0.71)           

Al hacer el análisis con los puntos de proteína seleccionados mediante el procedimiento 

STEPWISE para la predicción de la morfología espermática post-descongelación, se estableció 

que las proteínas asociadas para la época seca involucran la A1407 de forma significativa 
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(p=0.0065, R2=0.639); a nivel general y para la época de lluvias no se pudo establecer 

proteínas asociadas (tabla 50). 

Tabla 50. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

morfología espermática post-descongelación por efecto de la concentración de las proteínas 

seleccionadas. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F n.e. n.e. 0.0065 
R

2 
n.e. n.e. 0.6349 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 
 

   83.92406 <.0001 
A4119 

 
   -0.49137 0.0020 

A1407 
 

   -3.39749 0.0374 

El modelo que se generaría de este análisis se describe como: 

MEP-D =  83.92 ï (A4119x0.491) ï (A1407x3.397)  

En la figura 54 se pueden visualizar la posición de los puntos de proteína que posiblemente y 

en forma significativa tienen que ver con los cambios de morfología espermática post-

descongelación en el marco de los dos modelos generados. 

 

Figura 54.  Puntos de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los 
cambios de morfología espermática post-descongelación del toro San Martinero. Las posiciones de los 
marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. 
Mapa real (Imagen del área de visualización de los puntos A1407 y A4119). Mapa real. 

VI.3.1.2.4. Comportamiento del índice de calidad espermática post-descongelación entre 

épocas.  

En la tabla 51 se aprecia el análisis del índice de calidad espermática post-descongelación 

(ICE) mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. Se puede deducir que la 
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época de evaluación presentó efecto sobre esta variable, pero no las repeticiones y su 

interacción (Pr>F 0.0146, 0.9587 y 0.4566, respectivamente). 

Tabla 51. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre el índice de calidad 

espermática post-descongelación mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo 

 
VCCS VCU VCA 

BIC -15.8 8.0 -15.9 

Pr>F 
Época 0.0146 0.0146 0.0146 

Repeticion 0.9549 0.9587 0.9528 
Repeticion x Época 0.5118 0.4566 0.5186 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Los promedios obtenidos del índice de calidad espermática post-descongelación para la época 

lluviosa fueron de 0.21 ± 0.09, siendo mayor respecto a la seca que presento un promedio de 

0.17 ± 0.08 (tabla 43). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en cada época (lluviosa y seca) respecto al 

índice de calidad espermática post-descongelación: 

A través del ACP fueron seleccionadas los puntos de proteína A4119, A4113, A507, A2301, 

A5006, A1407 y A2001 las cuales podrían estar involucradas en el comportamiento del índice 

de calidad espermática post-descongelación, con una explicación de la varianza del 53.6% 

(figura 55). 

 

Figura 55. Proteínas que intervienen en la expresión del índice de calidad de calidad espermática 
post-descongelación a través del análisis de componentes principales. 
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El análisis de estas proteínas mediantes modelos de regresión polinomial indicó que tanto a 

nivel general como para cada una de las épocas, los modelos de regresión polinomial no 

pueden explicar el comportamiento del índice de calidad espermática post-descongelación 

(tabla 52). 

Tabla 52. Estadísticos para determinar el comportamiento del índice de calidad 

espermática post-descongelación para las proteínas seleccionadas por ACP a través del 

modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.7108 0.2873 0.6110 
R

2 
0.2917 0.9794 0.7636 

R
2 

ajustado -0.1591 0.8354 -0.0639 

Sin embargo al realizar el análisis mediante el procedimiento STEPWISE de SAS, los puntos 

de proteínas asociados con el ICE para la época de lluvia fueron el A7304 y para la seca los 

puntos A4113 y la A1407 (tabla 53). 

Tabla 53. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

índice de calidad espermática post-descongelación en relación a la concentración de las 

proteínas seleccionadas. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F n.e. 0.0357 0.0100 
R

2 
n.e. 0.9969 0.9535 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 
 

 0.74104 0.0095 0.55403 0.0001 
A7304 

 
 -0.05027 0.0357  

 
A4113 

 
   0.02070 0.0247 

A1407 
 

   -0.10391 0.0084 

Del análisis anterior se generan los siguientes modelos:  

ICE época de lluvias =  0.7410 ï (A7304x0.050) 

ICE época seca =   0.5540 + (A4113x0.0207) ï (A1407x0.1039) 

En la figura 56 se visualizan los puntos de proteína que explican en forma significativa los 

posibles cambios del índice de calidad espemática. 
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Figura 56. Análisis 2D SDS-PAGE de plasma seminal de ganados de la raza San Martinero, en 
donde se visualizan los puntos de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa 
los cambios del índice de calidad espermática. En la época de lluvia se señalan en azul y en la época 
seca en rojo. Las posiciones de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la 
izquierda y arriba de la figura. Mapa Real. 

VI.3.1.3. Relación entre los resultados fecundación in vitro y las proteínas del plasma seminal del 

ganado San Martinero en época seca y lluviosa 

VI.3.1.3.1. Comportamiento del porcentaje de fecundación in vitro entre épocas  

El porcentaje de fecundación in vitro (2PN) evaluado a través de modelos mixtos con medidas 

repetidas en el tiempo indicó que el modelo VCA expresa el mejor BIC (460.9) en donde la y 

época de evaluación, sus repeticiones y su interacción no presentan efectos (Pr>F 0.8620, 

0.7735 y 0.8158, respectivamente) (tabla 54). 

Tabla 54. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre el porcentaje de 

fecundación in vitro, mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 465.7 483.0 460.9 

Pr>F 
Época 0.8720 0.8720 0.8620 

Repeticion 0.6919 0.7534 0.7735 
Repeticion x Época 0.8629 0.8060 0.8158 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Los promedios generales de 2PN fueron de 65.30 ± 8.95 para la época lluviosa y de 64.83 ± 

9.35 para la seca sin diferencias entre ellas (tabla 43). 
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Participación de las proteínas del plasma seminal en cada época (lluviosa y seca) respecto al 

porcentaje de fecundación in vitro: 

Los puntos de proteína seleccionados por ACP con una explicación de la variación del 56.3% 

indican que los puntos de proteínas A3011, A5101, A4113, A7304, A3218, A6307 y A4106 

podrián estar afectando el 2PN (figura 57) y al analizarlos mediante modelos de regresión 

polinomial señalaron que durante las lluvias existió una influencia significativa de los puntos de 

proteína A4106, A6307, A3218, A5101, A3011 y A4113 con una Pr>F de 0.0171 y un R2 de 

0.9999 y un ajustado de 0.9994 (tabla 55). 

 

Figura 57. Proteínas que intervienen en el porcentaje de fecundación a través del análisis de 
componentes principales. 

Tabla 55. Estadísticos para determinar el comportamiento del porcentaje de fecundación a 

través de las proteínas seleccionadas por ACP mediante el modelo de regresión polinomial  

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.5990 0.0171 0.8295 
R

2 
0.3617 0.9999 0.7500 

R
2 

ajustado -0.0851 0.9994 -1.0001 
Variable Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| Estimado Pr>|t| 

Término independiente 74.05023 <.0001 122.25862 0.005 69.20924 0.1392 
A4106 -2.68138 0.1871 -2.93918 0.0223 -10.88391 0.5551 
A6307 3.16433 0.2861 1.46166 0.0476 4.33481 0.7785 
A3218 -0.19323 0.6397 -1.84837 0.0086 2.26469 0.4984 
A7304 -1.33998 0.3728 -0.09047 0.3068 -2.442 0.7607 
A5101 -0.04545 0.9739 -6.03423 0.0161 0.33123 0.9288 
A3011 -0.13795 0.9263 9.35571 0.0106 -3.60903 0.6433 
A4113 1.35693 0.4291 6.81355 0.0142 -2.98595 0.6282 

Obteniendo el siguiente modelo que explica el comportamiento de 2PN durante la época de 

lluvias:  
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2PN =  122.2586 ï (A4106x2.9392) + (A6307x1.4617) ï (A3218x1.8484) ï (A5101x6.0342) ï 

(A3011x9.3557) + (A4113*6.8135) ï  (A7304x0.0905) 

Al realizar el análisis mediante el procedimiento STEPWISE de SAS se evidencio efecto a nivel 

general y en la época seca del punto de proteína A7304 en forma inversa y significativa 

(p<0.05); mientras que para la época de lluvias no se evidencio efecto alguno de las proteínas 

seleccionadas (tabla 56). 

Tabla 56. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

variable 2PN según la concentración de todas proteínas seleccionadas. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.0072 n.e. 0.0123 
R

2 
0.6670 n.e. 0.8242 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 76.89504 <.0001   79.64307 <.0001 
A7304 -3.09314 0.0072   -3.61376 0.0123 

Los resultados infieren que no hay efectos de la época sobre el 2PN, pero el punto de proteína 

A7304 señala cambios significativos a nivel general y en la época seca, expresado como:  

2PN a nivel general = 76.8950 ï (A7304x3.0931) 

2PN época seca =   76.6431 ï (A7304*3.6138) 

En la figura 58 se visualizan los puntos de proteína que explican en forma significativa los 

posibles cambios del 2PN post-descongelación. 

 

Figura 58. Puntos de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los 
cambios de fecundación espermática in vitro post-congelación del toro SM. A nivel general y en época 
seca se marcan con color rojo y en época lluviosa azul. Las posiciones de los marcadores de peso 
molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 
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VI.3.1.4. Relación entre el porcentaje de blastocistos producidos in vitro y las proteínas del 

plasma seminal del ganado San Martinero en época seca y lluviosa 

VI.3.1.4.1. Comportamiento del porcentaje de producción de blastocistos entre épocas 

El análisis del porcentaje de producción in vitro de blastocistos mediante modelos mixtos con 

medidas repetidas en el tiempo permitió, a partir del modelo VCA, estimar que la época de 

evaluación, sus repeticiones y su interacción no afectan al comportamiento de esta variable 

(Pr>F 0.4542, 0.2384 y 0.9353, respectivamente) (tabla 57). 

Tabla 57. Efecto de la época, repetición y su interacción sobre el porcentaje de 

blastocistos. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 424.3 427.5 422.3 

Pr>F 
Época 0.4524 0.4524 0.4542 

Repeticion 0.2439 0.2672 0.2384 

Repeticion x Época 0.9453 0.8662 0.9353 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de porcentaje de blastos para la época lluviosa fue de 32.12 ± 7.75 y para 

la seca de 29.85 ± 6.66, sindiferencias entre ellas (tabla 43). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en cada época (lluviosa y seca) respecto al 

porcentaje de producción de blastocistos: 

Los puntos de proteína del plasma seminal seleccionados por análisis ACP con una explicación 

de la varianza del 53.2% señalaron que los pintos de proteína A4119, A4113, A507, A1407, 

A2301, A5006 y A2001 podrían ejercer un efecto en el porcentaje de producción de blastocistos 

(figura 59). 

En este sentido al analizar estas proteínas mediante modelos de regresión polinomial se 

evidencia que a nivel general y para cada una de las épocas estos modelos no explican el 

comportamiento del porcentaje de blastocistos (tabla 58). 
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Figura 59. Proteínas que intervienen el porcentaje de producción de blastocistos in vitro a través del 
análisis de componentes principales. 

Tabla 58. Estadísticos para determinar el comportamiento de la variable porcentaje de 

blastocistos producidos in vitro a través de las proteínas seleccionadas por ACP mediante el 

modelo de regresión polinomial. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F 0.5891 0.3953 0.7871 
R

2 
0.3434 0.9597 0.6427 

R
2 

ajustado -0.0744 0.6779 -0.6077 

Al realizar el análisis esta proteínas mediante el procedimiento STEPWISE de SAS para 

predecir su efecto en el porcentaje de producción de blastocistos, el punto de proteína A2001 

explica los cambios en forma inversa y significativa (p<0.05) para la época seca; no se 

evidenciaron proteínas asociadas a nivel general ni para la época de lluvias (tabla 59). 

Tabla 59. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

porcentaje de blastocistos según la concentración de la proteína A2001. 

 
General Lluvia Seca 

Pr>F n.e. n.e. 0.0261 
R

2 
n.e. n.e. 0.9983 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 
 

   -5.09234 0.1403 
A2001 

 
   13.83060 0.0261 

El modelo anterior modelo esta expresado así: 

Porcentaje de producción de blastocistos = -5.0923 + (A2001x13.8306)  
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En la figura 60 se pueden visualizar las posiciones del punto de proteína que en forma 

significativa posiblemente tiene que ver con los cambios en la producción de blastocistos 

enmarcada en el modelo anterior. 

 

Figura 60. Puntos de proteína que posiblemente estarían explicando en forma significativa los 
cambios en la producción de blastocistos en la época seca del ganado San Martinero. Las posiciones de 
los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura. 

Al hacer el análisis mediante coeficientes de correlación parciales la proteína A4119 presentó 

un efecto inverso y significativo en la producción de blastocistos a nivel general, pero con un 

bajo nivel de asociación (r= 0.32; p<0.05). 

VI.3.1.5. Comportamiento de la concentración de puntos de proteínas del plasma seminal en la 

época lluviosa y seca  

En la tabla 60 se pueden observar los resultados obtenidos del análisis del efecto de la época 

de los puntos de proteína a través del uso de los modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo; en este sentido, la época de evaluación afecto la concentración de los puntos de 

proteína A7304, A2301 y A3011 (Pr>F 0.0460, 0.0460 y 0.0380, respectivamente), para cada 

repetición fue afectada el punto A4119 (Pr>F 0.0050) y para la interacción (repetición y época) 

los puntos de proteína A5006 y A4119 ((Pr>F 0.0425 y 0.0169). 

En la tabla 61 se puede observar los valores promedios de la concentración de los puntos de 

proteínas del plasma seminal durante la época lluviosa y seca; el promedio del punto A3011 es 

mayor en la época seca respecto a las lluvias, mientras que los puntos A2301 y A7304 fueron 

mayores en la época de lluvias respecto a la seca. 
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Tabla 60. Estadísticos del análisis de las proteínas del plasma seminal considerando la 

época, la repetición y su interacción a través de los modelos mixtos con medidas en el tiempo. 

Modelos A2001 A5101 A5006 A4106 A4113 A7304 A6307 A1407 A507 A3218 A2301 A3011 A4119 

V
C

C
S

 

BIC 168.9 157.0 69.5 135.6 117.6 149.7 90.1 76.9 100.7 249.6 265.8 113.6 209.4 

É 0.152 0.636 0.709 0.387 0.100 0.048 0.094 0.311 0.369 0.970 0.005 0.028 0.169 

R  0.810 0.525 0.761 0.291 0.708 0.817 0.883 0.482 0.640 0.210 0.233 0.053 0.006 

RxÉ 0.840 0.616 0.050 0.796 0.327 0.595 0.950 0.7600 0.980 0.132 0.590 0.186 0.022 

V
C

U
 

BIC 183.3 183.8 101.5 168.3 137.9 174.8 107.6 106.7 124.8 277.0 n.e 141.6 239.4 

É 0.2074 0.846 0.674 0.487 0.090 0.071 0.020 0.275 0.392 0.970 0 0.003 0.149 

R  0.8838 0.694 0.722 0.081 0.709 0.75 0.000 0.592 0.637 0.214 0 0.002 0.001 

RxÉ 0.964 0.495 0.069 0.268 0.207 0.722 0.186 0.787 0.902 0.106 0 0.021 0.004 

V
C

A
 

BIC 168.5 153.0 66.7 134.8 115.1 149.4 89.6 73.7 100.1 249.1 264.7 112.9 209.3 

É 0.181 0.483 0.642 0.560 0.118 0.038 0.065 0.304 0.345 0.969 0.004 0.046 0.176 

R  0.822 0.524 0.805 0.290 0.647 0.778 0.800 0.487 0.712 0.173 0.307 0.074 0.005 

RxÉ 0.912 0.579 0.043 0.708 0.343 0.665 0.917 0.608 0.978 0.165 0.636 0.338 0.017 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive; Pr>F para Época 
(É), Repetición (R) y la interacción Repetición Época (RxÉ). 

Tabla 61. Promedios de concentración de proteínas del plasma seminal de toros San 

Martinero en la época lluviosa y seca. 

Proteína 
Lluvias Seca 

n Promedio n Promedio 

A2001 19 3.60 ± 2.23
a
 20 2.29 ± 2.27

a 

A3011 21 1.17 ± 0.71
b 

15 2.95 ± 1.78
a 

A5006 17 1.007 ± 0.70
a 

15 1.006 ± 0.66
a 

A4106 18 2.78 ± 1.18
a 

18 2.97 ± 2.11
a 

A5101 21 2.75 ± 1.72
a 

16 2.62 ± 2.65
a 

A4113 18 1.62 ± 0.82
a 

18 2.23 ± 1.58
a 

A4119 21 6.66 ± 2.80
a 

19 9.70 ± 6.07
a 

A3218 21 17.25 ± 6.28
a 

21 17.16 ± 6.17
a 

A2301 21 19.20 ± 6.91
a 

21 11.84 ± 7.95
b 

A7304 17 4.41 ± 1.98
a 

21 2.74 ± 1.7
b 

A6307 14 2.46 ± 1.02
a 

18 1.82 ± 0.84
a 

A1407 18 1.32 ± 0.82
a 

15 0.96 ± 0.63
a 

A507 19 1.55 ± 0.94
a 

17 1.22 ± 0.88
a 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas para cada proteína entre 

épocas (p<.05). 

En la tabla 62 se puede observar el comportamiento de los promedios de concentración 

obtenidos de los diferentes puntos de proteína entre repeticiones; el punto de proteína A4119 
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señala cambios significativos por efecto de la repetición; mientras que en la tabla 63 se pueden 

observar los puntos de proteína A5006 y A4119 los cuales presentaron alguna diferencia entre 

las repeticiones y la época. 

Tabla 62. Promedios de concentración de proteínas del plasma seminal en cada una de las 

repeticiones. 

Proteína 

Repetición 

1 2 3 

n Promedio n Promedio n Promedio 

A2001 12 3.29 ± 3.25
a 

14 2.84 ± 1.40
a
 13 2.69 ± 2.23

a
 

A3011 14 1.76 ± 1.56
a 

8 1.06 ± 0.35
a
 14 2.56 ± 1.70

a
 

A5006 12 0.95 ± 0.88
a
 11 1.15 ± 0.49

a
 9 0.91 ± 0.60

a
 

A4106 13 2.25 ± 1.54
a
 11 3.18 ± 1.55

a
 12 3.28 ± 1.88

a
 

A5101 13 2.91 ± 2.93
a
 10 2.56 ± 1.48

a
 14 2.59 ± 1.76

a
 

A4113 13 1.65 ± 1.76
a
 11 2.18 ± 1.14

a
 12 2.00 ± 0.69

a
 

A4119 14 7.81 ± 5.41
ab

 12 5.79 ± 2.86
b
 14 10.39 ± 4.80

a
 

A3218 14 15.65
 
± 7.12

a
 14 16.78 ± 4.13

a
 14 19.18 ± 6.67

a
 

A2301 14 13.86 ± 8.17
a
 14 18.44 ± 6.73

a
 14 14.25 ± 9.41

a
 

A7304 10 3.53 ± 2.09
a
 14 3.03 ± 1.39

a
 14 3.65 ± 2.5

a
 

A6307 11 1.99 ± 1.32
a
 10 2.15 ± 0.54

a
 11 2.17 ± 0.91

a
 

A1407 11 0.95 ± 0.66
a
 10 1.21 ± 0.65

a
 12 1.31 ± 0.91

a
 

A507 11 1.35 ± 1.08
a
 12 1.23 ± 0.48

a
 13 1.57 ± 1.12

a
 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas para cada proteína entre 

épocas (p<.05). 

Tabla 63. Promedios de concentración de proteínas del plasma seminal en cada uno de los 

muestreos para las dos épocas. 

Epoca Repetición 
A5006 A4119 

n Mean Std N Mean Std 

Lluvias 

1 7 5.55 ± 3.11
 bc

 7 5.55 ± 3.11
 bc

 
2 7 6.7 ± 2.20

 ab
 7 6.7 ± 2.20

 ab
 

3 7 7.75 ± 2.96
 ab

 7 7.75 ± 2.96
 ab

 

Seca 

1 7 10.07 ± 6.49
 a
 7 10.07 ± 6.49

 a
 

2 5 4.51 ± 3.42
 c
 5 4.51 ± 3.42

 c
 

3 7 13.05 ± 4.98
 a
 7 13.05 ± 4.98

 a
 

En el análisis de correlación parcial, para establecer los niveles de asociación entre los puntos 

de proteína  estudiados (A2001, A3011, A5006, A4106, A5101, A4113, A4119, A3218, A2301, 

A7304, A6307, A1407 y A507) se evidenciaron relaciones altamente significativas (p<0.001) 

con coeficientes de correlación mayores al 50% (r>0.50) cuando no es considerada la época 

como la fuente de variación, para lospuntos de proteínas A3011 y A4119; 7304 y A6307; A1407 
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y A507 respectivamente y con coeficientes de correlaci·n iguales o menores al 50% (r Ò 50) en 

forma significativa (p<0.05) para las proteínas A2001 y A4119; A2001, y A2301; A2001 y A507; 

A3011 y A5101; A3011 yA2301; A4106 y A6307; A4119 y A3218 y A4119 y A2301 (tabla 64). 

Tabla 64. Coeficientes de correlación parciales (r), su probabilidad (Pr > |r|) y el número de 

repeticiones (n) de las proteínas en estudio sin considerar la época. 

Proteína Estadísticos A5101 A4119 A3218 A2301 A6307 A507 

A2001 
r 

 
-0.3926 

 
0.4877 

 
0.3767 

Pr > |r| 
 

0.0162 
 

0.0016 
 

0.0281 
n 

 
37 

 
39 

 
34 

A3011 
r 0.3837 0.5280 

 
-0.4881 

  
Pr > |r| 0.0229 0.0009 

 
0.0025 

  
n 35 36 

 
36 

  

A4106 
r 

    
0.5029 

 
Pr > |r| 

    
0.0075 

 
n 

    
27 

 

A4119 
r 

  
0.4381 -0.3942 0.1405 

 
Pr > |r| 

  
0.0047 0.0118 0.4590 

 
n 

  
40 40 30 

 

A7304 
r 

  
    0.6521 

 
Pr > |r| 

  
    <.0001 

 
n 

  
    31 

 

A1407 
r 

  
      0.6474 

Pr > |r| 
  

      <.0001 
n 

  
      32 

Al igual que en la tabla 64 en la 65 se pueden apreciar las proteínas con niveles de asociación 

significativos (p<0.05) A2001 y A3011, A3011 y A1407, A5006 y A3218, A4113 y A4119, A7304 

y A6307 y A1407 y A507 para la época de lluvias. 

Tabla 65. Coeficientes de correlación parcial (r), su probabilidad (Pr > |r|) y el número de 

repeticiones (n) de las proteínas en estudio para la época de lluvias. 

Proteína Estadísticos A3011 A4119 A3218 A6307 A1407 A507 

A2001 
r 0.4790 

     
Pr > |r| 0.0380 

     
n 19 

     

A3011 
r 

    
0.5393 

 
Pr > |r| 

    
0.0209 

 
n 

    
18 

 

A5006 
r   

 
0.6598 

   
Pr > |r|   

 
0.0040 

   
n   

 
17 

   

A4113 
r   0.5088 

    
Pr > |r|   0.0311 

    
n   18 

    

A7304 
r       0.6321 

  
Pr > |r|       0.0205 

  
n       13 

  

A1407 
r         

 
0.6160 

Pr > |r|         
 

0.0085 
n         

 
17 
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Para la época seca se pueden apreciar las proteínas con los niveles de asociación altamente 

significativos (p<0.001 y r>0.50) para A2001 y A507; significativos (p<0.05 y r>0.50) para 

A4119 y A3218, A3011 y A5101, A4106 y A6307, A7304 y A 6307 y A1407 y A507 y con 

coeficientes de correlación menores a 0.5 A2001 y A4119, A2001 y A2301 y A4119 y A2301 

(tabla 66).  

Tabla 66. Coeficientes de correlación parcial (r), su probabilidad (Pr > |r|) y el número de 

repeticiones (n) de las proteínas en estudio para la época seca. 

Proteína Estadísticos A5101 A4113 A4119 A3218 A2301 A6307 A507 

A2001 

r 
  

-0.494 
 

0.4990 
 

0.7392 

Pr > |r| 
  

0.0372 
 

0.0251 
 

0.0007 

n 
  

18 
 

20 
 

17 

A3011 

r 0.6676 
     

 

Pr > |r| 0.0091 
     

 

n 14 
     

 

A4106 

r 
     

0.6919  

Pr > |r| 
     

0.0043  

n 
     

15  

A4119 

r   
  

0.7173 -0.4523 
 

 

Pr > |r|     
 

0.0005 0.0518 
 

 

n     
 

19 19 
 

 

A7304 

r     
 

    0.5984  

Pr > |r|     
 

    0.0087  

n     
 

    18  

A1407 

r     
 

      07169 

Pr > |r|             0.0026 

n             15 

 
 

VI.3.2. ESTUDIOS POR RAZA  

Para efectos del análisis por raza (SM y CB) solo se tuvieron en cuenta aquellos puntos cuya 

frecuencia de presentación fueron superiores al 70%; las proteínas de expresión seleccionadas 

en el ganado criollo SM y CB con más del 70% de frecuencia de presentación están 

identificadas como A2001 (pm 14.02; pI 4.81), A5101 (pm 15.3; pI 5.71), A4113 (pm 15.37; pI 

5.38), A4119 (pm 15.46; pI 5.15), A3218 (pm 16.24; pI 4.94), A2301 (pm 16.74; pI 4.78), A6310 

(pm 26.1; pI 5.98), A409 (pm 28.62: pI 3.74), A1407 (pm 28.62; pI 4.02), A507 (pm 28.745; pI 

3.87), A4704 (pm 66.2; pI 5.6) (tabla 67).  

Esta infomación puede ser observada en el mapa virtual generado del análisis de los diferentes 

mapas electroforéticos de proteínas de plasma seminal de los toros CB (figura 61). 
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Tabla 67. Frecuencias de presentación de los puntos de proteína del plasma seminal en 

las razas bovinas San Martinero  y Cebú Brahman. 

Proteína Mr pI San Martinero (n) Cebú Brahman (n) 

A2001 14.02 4.81 19 21 

A5101 15.30 5.71 21 19 

A4113 15.37 5.38 19 20 

A4119 15.46 5.15 21 21 

A3218 16.24 4.94 21 21 

A2301 16.74 4.78 21 21 

A6310 26.10 5.98 19 21 

A409 28.62 3.74 18 18 

A1407 28.62 4.02 18 14 

A507 28.74 3.87 19 18 

A4704 66.20 5.6 20 14 

Mr (masa relativa) en KDa. 

 

Figura 61. Mapa virtual 2D SDS-PAGE del plasma seminal de bovinos de la raza Cebú Brahman, 
donde 60µg de proteína fueron separados por electroforesis 2D. Las posiciones de los marcadores de 
peso molecular y puntos isoeléctricos se señalan a la izquierda y arriba de la figura.  

VI.3.2.1. Comportamiento de las variables de calidad espermática en fresco asociadas a grupos de 

proteínas del plasma seminal del ganado San Martinero comparado con la raza Cebú Brahman 

(CB). 

Para la evaluación de la calidad espermática en fresco se han considerado las variables 

volumen seminal, concentración espermática, motilidad, viabilidad, morfología, índice de 

calidad espermática (ICE) y producción espermática de buena calidad reflejada en el número 
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de pajillas congeladas a 60x106 Espz/ml; los resultados indican que el semen de los toros SM 

es superior al de los toros CB, ya que se observan diferencias significativas (p<.05) para los 

promedios de las variables volumen, concentración, espermatozoides congelables de todo el 

volumen seminal y por militro (tabla 68). 

Tabla 68. Efecto de la raza sobre la calidad espermática de toros.  

Variable n San Martinero n Cebú Brahman Pr>F 

Volumen seminal (mL) 21 9.36 ± 1,97
a
 21 6.33

b
 ± 2.17 0.0020 

Concentración ((epz x10
6
)/mL) 21 996.38

 
± 122

a
 21 682.57

b
 ± 185 <0.001 

Motilidad (%) 21 82.62
 
± 3.75

a
 21 79.19

b
 ± 4.27 0.0293 

Viabilidad (%) 21 75.57
 
± 4.27

a
 21 74.33

a
 ± 3.92 0.4342 

Morfología (% epz normales) 21 86.19
 
± 6.67

a
 21 82.05

 a
 ± 2.09 0.0762 

ICE 21 0.54
 
± 0.33

a
 35 0.33

b
 ± 0.09 <0.001 

Epz congelables (N° pajillas) 21 166.06
 
± 35.54

a
 21 71.37

b
 ±31.59 <0.001 

Epz congelables (N° pajillas/mL) 21 17.9 ± 2.80
a
 21 10.9

b
±3.00 <0.001 

Epz congelables /mL (x10
6
) 21 537 ± 84

a
 21 327x10

6b
±90

6
 <0.001 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<.05); las pajillas para congelación se empacaron a 30 x10

6
 epz/mL; ICE hace referencia 

a la variable integradora de indicadores de calidad espermática (concentración, motilidad, viabilidad, 
morfología). 

VI.3.2.1.1. Análisis del comportamiento del volumen seminal entre las razas San Martinero y 

Cebú Brahman.  

En la tabla 69 se pueden apreciar los resultados del análisis de comparación del volumen 

seminal que explican que la raza y las repeticiones tienen un efecto significativo sobre esta 

variable (Pr>F 0.0020 y 0.0104, respectivamente), mientras que su interacción no presentó 

efecto (Pr>F, 0.6174). 

Tabla 69. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre el volumen seminal analizado 

mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 166.4 199.1 166.1 

Pr>F 
Raza 0.0022 0.0022 0.0020 

Repeticion 0.0061 0.0059 0.0104 
Repeticion x Raza 0.6205 0.5676 0.6174 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Además, se encontraron diferencias en cuanto al promedio obtenido del volumen seminal, 

siendo mayor en la raza SM en relación con la CB (9.36 ± 1.98 y 6.33 ± 2.17 ml, 

respectivamente) (tabla 68). 
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En cuanto al efecto significativo de la repetición (p<0.05) sobre el volumen seminal, este se 

debe dado el mayor valor del segundo muestreo, que señala cambios significativos con la 

primera y tercera repetición (tabla 70). 

Tabla 70. Efecto de la repetición sobre el volumen seminal (en ml). 

Repetición n Media ± SEM 

1 14 8.54 ± 2.28
 b
 

2 14 8.61 ± 2.40
 a
 

3 14 8.39 ± 2.68
 b
 

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre repeticiones (p<.05). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios del volumen seminal por 

efecto de la raza: 

Para encontrar la mejor asociación de las proteínas del plasma seminal que explique los 

cambios del volumen seminal, se realizó en primer lugar un análisis de componentes 

principales (ACP), el cual permitio seleccionar los puntos de proteína A2301, A3218, A4119, 

A6310, A507, A409, A1407 y A5101 (figura 62).  

 

Figura 62. Proteínas que intervienen en la expresión del volumen seminal a través del análisis de 
componentes principales. 
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Una vez seleccionadas estas proteínas, se procedio a analizarlas bajo el procedimiento 

STEPWISE de SAS, cuyos resultados señalan que la proteína A3218 podría estar relacionada 

en forma inversa con los cambios en volumen seminal (Pr>F 0.026, R2 = 0.4389) para la raza 

C, mientras que para la raza SM no se encontraron proteínas relacionadas con los valores de 

volumen seminal; a nivel general, se observa en el análisis un posible efecto inverso de la 

proteína A4119 sobre el volumen seminal (Pr>F 0.0034, R2 =0.3053) (tabla 71). 

Tabla 71. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

volumen seminal en razón a la concentración de las proteínas seleccionadas por ACP. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr>F 0.0034 n.e. 0.0263 
R

2 
0.3053 n.e. 0.4389 

Variable Estimado Pr>F Estimado Pr>F Estimado Pr>F 

Término independiente 10.7378 <.0001   9,2501 <.0001 
A4119 -0.2836 0.0034    

 
A3218 

 
   -0,2096 0,0263 

Cuando el análisis de la información con el procedimiento STEPWISE de SAS se realiza no 

solamente con los puntos de proteína seleccionados por ACP, sino incluyendo los 11 puntos 

definidos para la comparación entre razas, se observa que el punto de proteína A4704 se 

relaciona con los cambios de volumen seminal en la raza SM (Pr > F 0.0143; R2 = 0.5048). Por 

otra parte, el análisis a nivel general indica que la proteína A4119 se relaciona en forma inversa 

con los cambios de volumen seminal (Pr > F 0.0017; R2 = 0.4935) (Tabla 72).  

Tabla 72. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

volumen seminal dado por el total de proteínas en estudio. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0017 0.0143 n.e. 

R-cuadrado 0.4935 0.5048 n.e. 

Variable Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t|  

Término independiente 13.6081 <.0001 4.58613 0.0255 n.e. 

A4119 -0.53526 0.0017 
 

 n.e. 

A4704 
 

 3.68477 0.0143 n.e. 

Finalmente, al calcular los coeficientes de correlación parciales entre el volumen seminal y la 

concentración de las proteínas seleccionadas entre razas, se aprecia que únicamente la 

proteína A3218 presenta una relación inversa y significativa (r = -0.5318; p<0.05) para la raza 

CB; mientras que el análisis a nivel general, evidencia que las proteínas A4113 y A4119 

presentan una relación inversa y altamente significativa (r=-0.5746; p<0.001 y r =-0.5409; 

p<0.001, respectivamente), mientras que la proteína A2301 tiene una relación directa y 

significativa (r=0.4563; Pr > r 0,0024) (tabla 73). 
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Tabla 73. Coeficientes de correlación parcial (r) y su probabilidad (Pr > r) de las proteínas 

respecto al volumen seminal. 

Proteína 
General San Martinero  Cebú Brahman 

r Pr > r n r Pr > r n r Pr > r n 

A4113 -0.5746 0.0002 21 
      

A4119 -0.5409 0.0002 21 
      

A3218 
      

-0.5318 0.0131 21 

A2301 0.4563 0.0024 21 
      

En la figura 63 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente, en 

forma significativa, tienen que ver con los cambios del volumen seminal.  

 

Figura 63. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros CB. Las 
posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul, mostaza y rojo, indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el comportamiento del volumen seminal para la raza C, SM 
y a nivel General respectivamente en este mapa. La ubicación de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura. Mapa real. 

VI.3.2.1.2. Análisis del comportamiento de la concentración espermática entre las razas San 

Martinero y Cebú Brahman. 

El análisis que se indica en la tabla 74 sobre la concentración espermática, a partir de los 

modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo explica cómo la raza, las repeticiones y su 

interacción afectaron la concentración espermática (Pr>F <.0001, 0.0069 y <.0001, 

respectivamente). 
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Tabla 74. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la concentración espermática 

analizado mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 460.0 491.7 458.0 

Pr>F 
Raza <.0001 <.0001 <.0001 

Repeticion 0.0096 0.0289 0.0069 
Repeticion x Raza <.0001 <.0001 <.0001 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la concentración espermática para la raza SM fue de 996.38 ± 122.18 

X106 espermatozoides por ml, siendo mayor respecto a la CB la cual presentó un promedio de 

682.57 ± 185.29 X106 espermatozoides por ml (tabla 68). 

El efecto generado en las repeticiones señaló al promedio mayor la repetición número 1 

(922,43x106), seguido por el 2 y 3 (tabla 75). 

Tabla 75. Efecto de la repetición sobre la concentración espermática (106 

espermatozoides/ml). 

Repetición n Media ± SEM 

1 14 922.43 ± 146.87
 a
 

2 14 776.36 ± 322.60
 b
 

3 14 819.64 ± 132.53
 b
 

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre repeticiones (p<.05). 

El efecto de la interacción RxR muestra un cambio diferencial (p<0.05) entre los valores 

promedios de las repeticiones de la raza SM con respecto a la raza CB. El promedio general 

fue mayor para la raza SM en cada una de las repeticiones (tabla 76)..  

Tabla 76. Efecto de la interacción RxR sobre la concentración espermática (en 106 

espermatozoides). 

Raza Repetición N Mean ± SEM 

San Martinero 

1 7 1005.57 ± 
142.25

a 

2 7 1068.57 ± 104.79
a
 

3 7 915.00 ± 68.13
a
 

Cebú Brahman 

1 7 839.29 ± 
101.83

b 

2 7 484.14 ± 123.54
c
 

3 7 724.29 ± 110.43
b
 

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre repeticiones (p<.05). 
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Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios de la concentración 

espermática: 

En la tabla 77 se puede observar el análisis de todas las proteínas definidas para la 

comparación entre razas mediante un modelo de regresión lineal múltiple para predicción de la 

concentración espermática; los resultados indican que, en conjunto, el efecto de las proteínas 

sobre las variaciones en la concentración espermática es significativa (Pr>F 0.0312), con un  

coeficiente de correlación (R-cuadrado) de 0.9287 entre los valores muestrales del volumen 

seminal respecto a las estimaciones de los valores proporcionados por el modelo y un 

coeficiente de determinación múltiple (Adj R-Sq) de 0.7717; por otra parte, se observa que las 

proteínas A4113, 4704 y A5101 tienen Pr > |t| por encima del 95%, por lo que dichas proteínas 

podrían estar relacionadas en mayor medida con los cambios de la concentración espermática; 

por raza no se logran establecer modelos que den explicación a esta variable. 

Tabla 77. Estadísticos para el modelo de regresión lineal multiple del comportamiento de la 

concentración espermática por efecto de las proteínas del plasma seminal. 

Pr > F 0.0312 

R-cuadrado 0.9287 

Adj R-Sq 0.7717 

Variable Estimado Pr > |t| 

Término independiente 383.54519 0.4302 

A2001 4.75817 0.8740 

A5101 87.76486 0.0447 

A4113 -55.69465 0.0209 

A4119 -11.20065 0.6168 

A3218 6.8664 0.4193 

A2301 1.55416 0.8501 

A6310 -20.66746 0.6841 

A409 84.3896 0.3611 

A1407 50.91602 0.3854 

A507 -35.55593 0.6466 

A4704 242.82355 0.0291 

El modelo que se generaría de este análisis se describe como: 

Concentración espermática =  383.55 + (A5101x87.76) ï (A4113x55.69) + 

(A4704x242.82) ï (A4119x11.20) + (A3218x6.87) + 

(A2301x1.55) ï (A6310x20.67) + (A409x84.39) + 

(A1407x50.92) ï (A507x35.56) 
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Al realizar el análisis de la información con las mismas proteínas mediante el procedimiento 

STEPWISE de SAS, se observa a nivel general que la proteína A4113 se encuentra 

relacionada inversamente con los cambios en la concentración espermática (Pr>F <.0001); 

cuando se realiza el procedimiento para cada una de las razas, se encuentra que la proteína 

A5101 esta asociada directamente en la raza SM, mientras que en la raza CB la proteína 

A6310 se asocia inversamente y la A4704 lo hace directamente (tabla 78). 

Tabla 78. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

concentración espermática por efecto de las proteínas del plasma seminal. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F <.0001 0.0291 0.0005 

R-cuadrado 0.6869 0.4273 0.9939 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 1048.0549 <.0001 917.30225 <.0001 55.44856 0.2231 

A4113 -28.92198 <.0001 . . . . 

A5101 . . 33.04165 0.0291 . . 

A6310 . . . . -37.14653 0.0217 

A4704 . . . . 195.54521 0.0002 

Buscando otras alternativas de acción de las proteínas en forma grupal se seleccionaron las 

proteínas por ACP, observándose que las posibles proteínas involucradas en el 

comportamiento de la concentración espermática podrían ser la A4113, A2001 y A4704, con 

una explicación de la varianza del 60.1% (figura 64). 

 

Figura 64. Proteínas que intervienen en la expresión de la concentración espermática a través del 
análisis de componentes principales. 
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Al hacer el análisis de la información, mediante el procedimiento STEPWISE de SAS, e 

involucrando aquellas proteínas seleccionadas mediante el ACP, solamente el modelo general 

puede ser calculado (Pr>0.001 R2=0.53) y asocia a la proteína A4113 con la concentración 

espermática en forma inversa y altamente significativa Pr> F 0.001, Por raza estos modelos no 

pueden determinar el comportamiento de la concentración (Tabla 79). 

Tabla 79. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

concentración espermática en relación a proteínas del plasma seminal seleccionadas por ACP. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F <.0001 n.e. n.e. 

R-cuadrado 0.5336 n.e. n.e. 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 991.3848 <.0001 
 

   

A4113 -23.4777 <.0001 
 

   

Al calcular los coeficientes de correlación parciales, no se observan asociaciones entre 

proteínas que expliquen las variaciones en las razas, pero sí a nivel general. El punto de de 

proteínas A4113 presenta una relación inversa y altamente significativa (p<0.001), mientras 

que el punto A4704 presenta una relación directa y altamente significativa (p<0.05) (tabla 80). 

Tabla 80. Coeficientes de correlación parciales (r) y su probabilidad (Pr > |r|) de las 

proteínas respecto a la concentración espermática. 

Proteína 
General 

r Pr > r n 

A4113 -0.6923 <.0001 38 

A4704 0.4707 0.0050 34 

En la figura 65 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente en 

forma significativa tienen que ver con los cambios de la concentración espermática.  
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Figura 65. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul, mostaza y rojo, indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el comportamiento de la concentración espermática para la 
raza Cebú Brahman, San Martinero y a nivel general. La ubicación de los marcadores de peso molecular 
y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura. 

VI.3.2.1.3. Análisis del comportamiento de la motilidad espermática entre las razas San 

Martinero y Cebú. 

El análisis de la motilidad espermática mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo permitió determinar a partir del modelo VCA, que la raza afectó la motilidad (Pr>F 

0.0293), mientras que la repetición y su interacción no presentaron efecto (Pr>F 0,7637 y 

0.4207, respectivamente) (tabla 81).  

Tabla 81. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la motilidad espermática. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 223.6 253.7 220.7 

Pr>F 
 Raza 0.0252 0.0252 0.0293 

Repeticion 0.7802 0.6043 0.7637 
Repeticion x  Raza 0.4547 0.4758 0.4207 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Los promedios generales de la motilidad espermática para la raza San Martinero fueron de 

82.62 ± 3.75% y para la raza CB 79.19 ± 4.27% sin diferencias entre ellas (tabla 68). 



Resultados  

  191  

 

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios de la motilidad espermática: 

Mediante regresión lineal múltiple para la predicción de la motilidad espermática, se encontró 

que el modelo presenta una Pr>|t| de 0.0785, un coeficiente de correlación simple 0.8915 y un 

coeficiente de determinación múltiple de 0.6529; en este sentido se observa que las proteínas 

A2301, A1407 y A4113 podrían estar relacionadas con los cambios de la motilidad espermática 

dada su significancia, aunque proteínas como la A409 y A2001 presentan valores muy 

cercanos al nivel de aceptación (Pr>|t| <.05); para la raza, no se logra establecer modelos que 

den explicación a la concentración espermática (tabla 82). 

Tabla 82. Estadísticos para el modelo de predicción lineal multiple del comportamiento de 

la motilidad espermática de acuerdo a las concentraciones de las proteínas del plasma seminal. 

Pr > F 0.0785 

R-cuadrado 0.8915 

Adj R-Sq 0.6529 

Variable Estimado Pr > |t| 

Término independiente 100.05483 0.0002 

A2001 1.49171 0.0669 

A5101 1.68865 0.0710 

A4113 -1.23908 0.0215 

A4119 -0.32721 0.5181 

A3218 -0.07171 0.6989 

A2301 -0.73714 0.0084 

A6310 -1.31842 0.2741 

A409 4.52923 0.0612 

A1407 -4.02766 0.0202 

A507 -2.12899 0.2496 

A4704 1.85072 0.3503 

El modelo de este análisis a nivel general se describe como: 

Motilidad espermática =  100.1 + (A2001x1.49) + (A5101x1.69) ï (A4113x1.24) ï 

(A4119x0.33) ï (A3218x0.07) ï (A2301x0.74) ï (A6310x1.32) + 

(A409x4.53) ï (A1407x 4.03) ï (A507x2.13) + (A4704x1.85) 

El análisis de la información con el procedimiento STEPWISE de SAS a nivel general y para la 

raza SM no encuentran proteínas que expliquen el comportamiento de la motilidad, pero 

cuando se realiza el procedimiento para la raza CB se evidencian las proteínas A5101, A4119, 

A409 y A1407 que podrían estar asociadas a estos cambios (Pr > F 0.0024) (tabla 83). 
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Tabla 83. Estadísticos del procedimiento STEPWISE del comportamiento de la motilidad 

espermática por efecto de la concentración de las proteínas seleccionadas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F n.e. n.e. 0.0024 

R-cuadrado n.e. n.e. 1.0000 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente     82.07255 0.0020 

A5101   
 

 -0.75605 0.0178 

A4119   
 

 0.87218 0.0086 

A409 

 

 
 

 1.72711 0.0080 

A1407 

 

 
 

 -8.64717 0.0020 

El modelo que se generaría de este análisis se describe como: 

Motilidad espermática =  82.07 ï (A5101x0.76) + (A4119x0.87) + (A409x1.73) ï 

(A1407x8.65) 

En la figura 66 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente, en 

forma significativa, tienen que ver con los cambios de la motilidad espermática. 

 

Figura 66. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína con cambios significativos que estarían afectando el 
comportamiento de la motilidad espermática en fresco del toro Cebú se indican en recuadros de color 
azul. La ubicación de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y 
arriba de la figura.  
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VI.3.2.1.4. Análisis del comportamiento de viabilidad espermática entre las razas San Martinero 

y Cebú Brahman.  

El análisis de la viabilidad espermática mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo permitió determinar que la mejor estructura de covarianzas se obtiene a partir del 

modelo VCA el cual expresa el menor BIC (220,7). Los valores obtenidos evidencian que la 

raza, sus repeticiones y su interacción no afectaron la viabilidad espermática (Pr>F 0.4342, 

0.1372 y 0.4178, respectivamente) (Tabla 84). 

Tabla 84. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la viabilidad espermática. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 220.8 254.7 220.7 

Pr>F 
 Raza 0.4353 0.4353 0.4342 

Repeticion 0.1333 0.1423 0.1372 
Repeticion x  Raza 0.4254 0.4145 0.4178 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El valor promedio de la viabilidad espermática para la raza SM (75.57 ± 4.27%) es similar a la 

CB (74.33 ± 3.92%) (tabla 68). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios de la viabilidad espermática: 

Determinado el modelo, se realizo el análisis mediante regresión lineal múltiple, para establecer 

el conjunto de proteínas que posiblemente presentan efectos sobre la viabilidad espermática; 

es así que se encontró que el modelo explica dicho efecto (Pr > F 0.0317) con un coeficiente de 

correlación simple de 0.9281, y un coeficiente de determinación múltiple de 0.7700; en donde 

las proteínas A6310, A4113 y A2301 podrían estar relacionadas; mientras que por raza no se 

logran establecer modelos que den explicación a la viabilidad espermática (tabla 85).  

 

Del análisis realizado en la tabla 85 se genera el siguiente modelo: 

Viabilidad = 82.32 ï (A2001x0.32) + (A5101x0.61) ï (A4113x0.79) + (A4119x0.74) + 

(A3218x0.03) ï (A2301x0.35) ï (A6310x2.94) + (A409x0.87) + (A1407x0.62) ï 

(A507x 2.22) + (A4704x2.69) 
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Tabla 85. Estadísticos para el modelo de predicción lineal multiple del comportamiento de 

la viabilidad espermática de acuerdo a las concentraciones de proteínas. 

Pr > F  0.0317 

R-cuadrado  0.9281 

Adj R-Sq  0.7700 

Variable Estimado Pr > |t| 

Término independiente 82.32228 <.0001 

A2001 -0.31732 0.4834 

A5101 0.60984 0.2638 

A4113 -0.78821 0.0240 

A4119 0.73999 0.0620 

A3218 0.02727 0.8217 

A2301 -0.35451 0.0273 

A6310 -2.93942 0.0087 

A409 0.86684 0.5140 

A1407 0.61851 0.4678 

A507 -2.22399 0.0928 

A4704 2.69263 0.0712 

 

Al realizar el análisis de la información con el procedimiento STEPWISE de SAS a nivel 

general, se observa que las proteínas A4113, A2301 y A6310 se encuentran relacionadas 

inversamente con los cambios en la viabilidad espermática (Pr>F 0.0008, R2 0.7099); cuando 

se realiza el procedimiento para cada una de las razas se encuentra la proteína A4119 

relacionada directamente con laviabilidad espermática en la raza SM (Pr>F 0,0385), mientras 

que en la raza CB la proteína A2001 esta asociada inversamente a estos cambios (Pr> F 

0.0332) (tabla 86). 

Tabla 86. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

viabilidad espermática según la concentración de las proteínas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0008 0.0385 0.0332 

R-cuadrado 0.7099 0.3945 0.7177 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 93.1025 <.0001 68.03933 <.0001 86.00769 <.0001 

A4113 -0.31862 0.0260 . . . . 

A2301 -0.44645 0.0027 . . . . 

A6310 -3.17847 0.0003 . . . . 

A4119 
 

 1.10969 0.0385   

A2001 
 

 
 

 -1.88634 0.0332 
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De este análisis se genera el siguiente modelo a nivel general: 

Viabilidad =  93.10 ï (A4113x0.79) ï (A2301x0.35) ï (A6310x2.94) 

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la viabilidad espermática y la 

concentración de las proteínas a nivel general no se observan proteínas asociadas, al igual que 

en la raza CB; mientras que para la SM se asocia la proteína A4119 de forma directa y 

significativa (r=0.51; p<0.05). 

En la figura 67 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente, en 

forma significativa, tienen que ver con los cambios de viabilidad espermática. 

 

Figura 67. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul, mostaza y rojo indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el comportamiento de la viabilidad espermática para la 
raza CB, SM y a nivel general, respectivamente. La ubicación de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura. 

VI.3.2.1.5. Análisis del comportamiento de la morfología espermática entre las razas San 

Martinero  y Cebú Brahman.  

El análisis de la morfología espermática visualizado en la tabla 87 explica que la raza, su 

repeticiones e interacción no afectan la morfología espermática (Pr>F 0.0762; 0.2033 y 0.1406 

respectivamente).  
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Tabla 87. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la morfología espermática 

mediante modelos mixtos con medidas repetidas. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 230.4 257.9 223.9 

Pr>F 

 Raza 0.0811 0.0811 0.0762 

Repeticion 0.3799 0.225 0.2033 

Repeticion x  Raza 0.2527 0.1433 0.1406 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

Los promedios generales para esta variable fueron de 86.19 ± 6.67% para el SM y 82.05 ± 

2.09% para el CB, sin diferecias entre ellas (tabla 68).  

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios de la morfología espermática: 

El análisis inicial mediante modelo de regresión lineal multiple para la predicción de las 

proteínas que pudieran definir los cambios en morfología espermática no permitió identificar 

proteínas cuya asociación explicara en forma significativa estos cambios; en este sentido y 

para efectos de ubicar grupos de proteínas que posiblemente pudieran dar información, se 

realizó una selección mediante el ACP y se observó que las posibles proteínas involucradas en 

el comportamiento de la morfología serían la A3218, A6310, A409, A507, A1407 y A5101, con 

una explicación de la varianza del 57.1% (figura 68).  

 

Figura 68. Proteínas que intervienen en la expresión de la morfología espermática a través del 
análisis de componentes principales. 
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Al someter estas proteínas al análisis mediante el procedimiento STEPWISE de SAS, se 

observa a nivel general que la proteína A4119 se encuentra relacionada inversamente con los 

cambios en la morfología en forma significativa (Pr>F 0.0069) pero con un R2 bajo (0.25) (tabla 

88). 

Tabla 88. Estadísticos del modelo de predicción STEPWISE de SAS del comportamiento 

de la morfología espermática por efecto de la concentración de las proteínas seleccionadas por 

ACP a nivel general. 

Pr > F 0.0069 

R-cuadrado 0.2490 

Variable Estimado Pr > |t| 

Término independiente 89.8849 <.0001 

A4119 -0.5430 0.0069 

Por otra parte, al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la morfología 

espermática y la concentración de las proteínas seleccionadas, a nivel general se observa que 

las proteínas A4119 y A4113 presentan una relación inversa y significativa pero con un 

coeficiente muy bajo (tabla 89). 

Tabla 89. Coeficientes de correlación parcial (r) y su probabilidad (Pr > |r|) de las proteínas 

respecto a la morfología espermática a nivel general.   

 

Proteína r Pr > r n 

A4113 -0.3228 0.0481 38 

A4119 -0.3491 0.0234 42 

    

En la figura 69 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente en 

forma significativa tienen que ver con los cambios de la morfología espermática 
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Figura 69. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros CB. Las 
posiciones de los puntos de proteína señalados en color rojo indican los puntos con cambios 
significativos que estarían afectando el comportamiento de la morfología espermática a nivel general. La 
ubicación de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos, se señala a la izquierda y arriba 
de la figura. Mapa real (Imagen del área de visualización de los puntos A4119 y A4113).  

VI.3.2.1.6. Análisis del comportamiento del índice de calidad espermática entre las razas San 

Martinero y Cebú Brahman.  

El ICE integra los indicadores de concentración espermática, motilidad, viabilidad y morfología; 

al ser analizados mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo a partir del 

modelo VCU se explica que la raza y la interacción lo afectan (Pr>F <.0001 y 0.0150, 

respectivamente), mientras que sus repeticiones no presentaron efecto (Pr>F, 0.0978) (tabla 

90). 

Tabla 90. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre índice de calidad 

espermática. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC -69.8 -41.9 -73.6 

Pr>F 
 Raza <.0001 <.0001 <.0001 

Repeticion 0.0588 0.0978 0.0459 
Repeticion x  Raza 0.0023 0.0150 0.0077 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general del ICE para la raza SM fue de 0.54 ± 0.33, siendo mayor respecto a la CB 

la cual presentó un promedio de 0.33 ± 0.09 (tabla 68). 
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En cuanto a las repeticiones el promedio general fue mayor para la raza SM en forma 

altamente significativa (p<0.001) para la 2, 1 y 3 repetición, seguidos de la repetición 1, 3 y 2 de 

la raza CB (tabla 91). 

Tabla 91. Efecto de la interacción repeticionxraza sobre el índice de calidad espermática. 

Raza Repetición n Mean ± DSE 

San Martinero 

1 7 0.53 ± 0.09
a
 

2 7 0.56 ± 0.08
a
 

3 7 0.53 ± 0.06
a
 

Cebú Brahman 

1 7 0.40 ± 0.07
b 

2 7 0.24 ± 0.06
c 

3 7 0.34 ± 0.06
b 

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre repeticiones (p<.05). 

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios del índice de calidad 

espermática: 

En la tabla 92 se pueden observar los resultados del análisis mediante modelos de regresión 

lineal múltiple de las posibles proteínas que participan en el comportamiento del ICE; los 

resultados señalan que el modelo explica en conjunto el efecto de las proteínas sobre las 

variaciones en el índice de calidad espermática significativamente (Pr>F 0.0427), un coeficiente 

de correlación simple de 0.9180 entre los valores muestrales del ICE respecto a las 

estimaciones de los valores proporcionados por el modelo y un coeficiente de determinación 

múltiple ajustado de 0.7350; además se observa que la proteína A4113 posee una relación 

inversamente proporcional y significativa; cuando se realiza el procedimiento para cada una de 

las razas no se encuentran proteínas asociadas a estos cambios. 

Al hacer el análisis de la información con el procedimiento STEPWISE de SAS, se observa a 

nivel general que la proteína A4113 se encuentra relacionada inversamente con los cambios en 

el ICE (Pr>F <.0001) y cuando se realiza el procedimiento para cada una de las razas las 

proteínas A2001 y A4704 se encuentran asociadas inversamente, mientras que la proteína 

A3218 está asociada directamente con el ICE en la raza CB; en la raza SM no se encontraron 

proteínas asociadas a estos cambios (tabla 93). 
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Tabla 92. Estadísticos para el modelo de predicción lineal multiple del comportamiento del 

índice de calidad espermática de acuerdo a las concentraciones de proteínas. 

Pr > F 0.0427 

R-cuadrado 0.9180 

Adj R-Sq 0.7375 

Variable Estimado Pr > |t| 

Término independiente 0.46290 0.1715 

A2001 0.00301 0.8770 

A5101 0.04533 0.0875 

A4113 -0.03262 0.0301 

A4119 -0.00814 0.5763 

A3218 0.00357 0.5127 

A2301 -0.00504 0.3660 

A6310 -0.01503 0.6492 

A409 0.01653 0.7739 

A1407 -0.00684 0.8518 

A507 -0.01487 0.7662 

A4704 0.11247 0.0830 

El modelo generado sería el siguiente: 

ICE =  0.46290 + (A2001x0.00301) + (A5101x0.04533) ï (A4113x0.03262) ï (A4119x0.00814) 

+ (A3218x0.00357) ï (A2301x0.00504) ï  (A6310x0.01503) + (A409x0.01653) ï 

(A1407x0.00684) ï (A507x0.01487) + (A4704x0.11247) 

Tabla 93. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

índice de calidad espermática según la concentración de las proteínas seleccionadas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F <.0001 0.0014 n.e. 

R-cuadrado 0.6943 0.9991 n.e. 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F  

Término independiente 0.57545 <.0001 0.02320 0.1750  

A4113 -0.01759 <.0001 
 

  

A2001 

 

 0.02380 0.0151  

A3218 

 

 -0.01652 0.0042  

A4704 

 

 0.11608 0.0005  

Del análisis anterior se generan los siguientes modelos: 

ICE a nivel General =  0.57545 ï  (A4113x0.0176) 

ICE toros SM =   0.023 + (A2001x0.024) ï (A3218x0.017) + (A4704x0.116)   

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre el ICE y la concentración de las 

proteínas seleccionadas para la raza CB se encontró que las proteínas A2001 (r=ï0 ,88; 
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p<0.05) y A2301 (r=0.74; p=0.059) evidencian un nivel de asociación inverso y directo, 

respectivamente, mientras que en el SM no se encontraron proteínas relacionadas  

En la figura 70. se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente en 

forma significativa tienen que ver con los cambios del ICE. 

 

Figura 70. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul, mostaza y rojo, indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el comportamiento del índice de calidad espermática para 
la raza Cebú Brahman, San Martinero y a nivel General respectivamente. La ubicación de los 
marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura. 

VI.3.2.1.7. Análisis de las diferencias en la producción de espermatozoides congelables 

(Número de pajillas congeladas) entre las razas San Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis del número de pajillas congeladas obtenidas de la producción seminal mediante 

modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo permitió determinar que el modelo VCA es 

el que mejor explica el comportamiento de esta variable; con este modelo se puede explicar 

con mayor aproximación que la raza y sus repeticiones afectaron el número de pajillas 

congeladas (Pr>F <.0001 y 0.0221, respectivamente), mientras que su interacción no presentó 

efecto (Pr>F, 0.1504) (tabla 94). 
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Tabla 94. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre número de pajillas 

congeladas. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 365.6 383.1 362.2 

Pr>F 
 Raza <.0001 <.0001 <.0001 

Repeticion 0.0059 0.0005 0.0221 
Repeticion x  Raza 0.1402 0.0095 0.1504 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

 

El promedio general del número de pajillas congeladas para la raza SM fue de 166.06 ± 35.54. 

y para la raza CB 101.1 ± 57.60, siendo mayor en la raza criolla (tabla 68). 

En cuanto a las repeticiones el promedio general fue mayor para la primera y tercera repetición, 

y un promedio inferior para la segunda repetición (tabla 95). 

Tabla 95. Efecto de la repetición sobre el número de pajillas congeladas. 

Repetición n Mean ± Std 

1 14 131.84 ± 43.82
a 

2 14 98.60 ± 63.51
b 

3 14 125.71 ± 
63.98

a 

 

Participación de las proteínas del plasma seminal en los cambios de espermatozoides 

congelables (número de pajillas): 

En la tabla 96 se puede apreciar el análisis de la información con el procedimiento STEPWISE 

de SAS; los resultados indican que a nivel general la proteína A4113 se encuentra relacionada 

inversamente con el número de pajillas congeladas (Pr >F <.0001) y la A4704 en forma directa 

(Pr>F <.0001); cuando se realiza el procedimiento para cada una de las razas no se 

encuentran proteínas en la raza SM relacionadas con el número de pajillas congeladas, 

mientras que en la raza CB la proteína A4704 se encontró asociada directamente a estos 

cambios y la A6310 asociada inversamente (Pr>F 0.0070).  
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Tabla 96. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del número de pajillas 

congeladas según la concentración de las proteínas seleccionadas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0017 n.e. 0.0070 

R-cuadrado 0.4935 n.e. 0.9635 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 129.98965 <.0001 
 

 7.56475 0.6732 

A4113 -13.69056 <.0001 
 

   

A4704 48.50547 0.0023 
 

 32.0913 0.0040 

A6310 
 

 
 

 -17.26503 0.0198 

En la figura 71 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente 

tienen que ver con los cambios de producción de espermatozoides expresado como el número 

de pajillas congeladas. 

 

Figura 71. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul y rojo indican los puntos con cambios 
significativos que estarían afectando el comportamiento de pajillas congelables para la raza Cebú y a 
nivel General respectivamente. La ubicación de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos 
se señala a la izquierda y arriba de la figura.  



Resultados  

  204  

 

VI.3.2.2. Comportamiento de las variables de calidad espermática de semen postï descongelado 

asociadas a las proteínas del plasma seminal del ganado San Martinero comparadas con el Cebú 

Brahman. 

Para la determinación de la calidad espermática de semen postïdescongelado se consideraron 

las variables motilidad, viabilidad, morfología e índice de calidad espermática; respecto al 

efecto de la raza, se encontraron mejores valores de respuesta para la raza SM con diferencias 

significativas (p<0.05) para la variable viabilidad, motilidad, índice de calidad espermática y 

espermatozoides viables por pajilla postïdescongelación y sin diferencias para morfología 

(tabla 97). 

Tabla 97. Efecto de la la raza San Martinero y Cebú  sobre la calidad espermática post-

descongelación.. 

Variable n San Martinero n Cebú Brahman Pr>F 

Espermatozoides/pajilla 30x10
6
  

Motilidad (%) 35 41.49
 
± 5.43

a
 35 35.66 ± 4.93

b 
0.0108 

Viabilidad (%) 35 62.77
 
± 3.12

a
 35 52.97 ± 6.10

b 
0.0008 

Morfología (% epz normales) 35 80.14
 
± 4.7

 a
 35 79.46 ± 3.01

a 
0.5688 

ICE 35 0.21 ± 0.09
a 

35 0.15 ± 0.03
b 

0.0017 

Espz viables por pajilla (x10
6
) 35 6.26 ± 0.43

a
 35 4.50 ± 0.38

b
 0.0430 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<0.05); las pajillas para congelación se empacaron a 30 x10

6
 epz/mL; ICE hace 

referencia a la variable integradora de indicadores de calidad espermática (motilidad, viabilidad, 
morfología). 

 

VI.3.2.2.1. Análisis del comportamiento de motilidad espermática postï descongelación entre 

las razas San Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis de la motilidad postïdescongelación mediante modelos mixtos con medidas 

repetidas en el tiempo partir del modelo VCA permitió explicar que la raza afectó la motilidad 

(Pr>F 0,0180), mientras que las repeticiones y la interacción no presentaron efecto (Pr>F, 

0.6574 y 0.6574, respectivamente) (tabla 98). 
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Tabla 98. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la motilidad espermática 

postï descongelación.  

 
VCCS VCU VCA 

BIC 390.4 406.6 388.5 

Pr>F 
 Raza 0.0112 0.0112 0.0108 

Repeticion 0.6606 0.3752 0.6574 
Repeticion x  Raza 0.6244 0.0846 0.5349 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la motilidad postï descongelación para la raza SM fue de 41.49 ± 

5.43%, siendo mayor respecto a la CB la cual presentó un promedio de 35.66 ± 4.93% (tabla 

97). 

Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

Brahman en la motilidad espermática postïdescongelación: 

Siguiendo la misma metodología de análisis de las variables anteriores, se observa que el 

comportamiento de la proteínas del plasma seminal entre raza con respecto a la motilidad 

espermática postï descongelación, mediante el procedimiento STEPWISE de SAS muestra 

que en la SM la proteína A6310 podría estar asociada directamente a estos cambios (Pr>F 

0.0075, R2 = 0.5663) (tabla 99).  

Tabla 99. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

motilidad postï descongelación por efecto de la concentración de las proteínas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F n.e. 0.0075 n.e. 

R-cuadrado n.e. 0.5663 n.e. 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 
 

 28.87249 <.0001   

A6310 
 

 4.71417 0.0075   

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la motilidad postï descongelación y 

las proteínas seleccionadas se observa a nivel general que la proteína A2301 presenta una 

asociación directa (r=0.31, p<0.005), mientras que las proteínas A4119 y A4113  presentan una 

relación inversa con los cambios de motilidad(r=<0.48, p<0.001 y r=ï0.41, p<0.05, 

respectivamente); al ser evaluados los coeficientes por raza, el punto de proteína A1407 se 

encuentra asociado significativamente de forma inversa (r=ï0.55, p<0.05) en la raza CB, 

mientras que en la raza SM no se encuentra asociaciones relevantes (tabla 100). 
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Tabla 100. Coeficientes de correlación parcial (r) y su probabilidad (Pr > |r|) de las proteínas 

respecto a la motilidad postï descongelación. 

Proteína 
General San Martinero Cebú Brahman 

R Pr > |r| n r Pr > |r| n r Pr > |r| n 

A4113 -0.4085 0.0109 38 -0.3553 0.1480 18 -0.2639 0.2609 20 

A4119 -0.4799 0.0013 42 -0.3176 0.1606 21 -0.1791 0.4374 21 

A2301 0.3139 0.0429 42 -0.1588 0.4918 21 0.4198 0.0582 21 

A1407 -0.1682 0.3574 32 0.0987 0.6969 18 -0.5505 0.0413 14 

En la figura 72 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente, en 

forma significativa, tienen que ver con los cambios de la motilidad postïdescongelación.  

 

Figura 72. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul, mostaza y rojo, indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el comportamiento de la motilidad espermática postï 
descongelación para la raza Cebú Brahman, San Martinero y a nivel general, respectivamente. La 
ubicación de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba 
de la figura.  

VI.3.2.2.2. Análisis del comportamiento de la viabilidad espermática postï descongelación entre 

las razas San Martinero y Cebú Brahman.  

En el análisis de la viabilidad espermática postïdescongelación se encontró que la raza afecta 

esta variale (Pr>F 0.0008), mientras que sus repeticiones y la interacción no presentaron efecto 

(Pr>F 0.0825 y 0.2694, respectivamente) (tabla 101). 
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Tabla 101. Evaluación del efecto de la raza, repetición y su interacción sobre la viabilidad 

espermática postïdescongelación mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 357.2 381.9 357.0 

Pr>F 
 Raza 0.0008 0.0008 0.0008 

Repeticion 0.0949 0.0258 0.0825 
Repeticion x  Raza 0.2861 0.2184 0.2694 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de la viabilidad postïdescongelación para la raza SM fue de 62.77 ± 

3.12%, siendo diferente y mayor respecto a la raza CB la que presento un promedio de 52.97 ± 

6.10% (tabla 97). 

Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

Brahman en la viabilidad espermática postïdescongelación:  

En la figura 73 se pueden obervar que los puntos de proteínas A2301 y A3218, A4119, A6310, 

A507, A409, A1407 y A5101 selecionadas por ACP (explicación de la varianza del 58.6%) 

podrían estar involucradas en el comportamiento de la viabilidad espermática postï

descongelación. 

 

 

Figura 73. Proteínas que intervienen en la variación de la viabilidad postï descongelación a través 
del análisis de componentes principales. 
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Al realizar el análisis de la información involucrando las proteínas seleccionadas anteriormente 

a través de modelos de regresión polinomial, se observa que a pesar de la diferencia entre 

razas, se encuentra que la proteína A4119 efecta a nivel general la viabilidad espermática post-

descongelación (Pr>F 0.0004, R2=0.6524 y R2ajustado=0.5655); por otra parte, individualmente 

la razas no presenten modelos significativos (tabla 102).  

Tabla 102. Estadísticos del modelo de regresión polinomial del comportamiento de la 

viabilidad postïdescongelación por efecto de la concentración de las proteínas seleccionadas 

ACP. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0004 0.2319 0.4087 

R-cuadrado 0.6524 0.4847 0.5541 

Adj R-Sq 0.5655 0.1984 0.1082 

Variable Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| 

Término independiente 67.1760 <.0001 67.8526 <.0001 74.8400 0.0032 

A4119 -0.7071 0.0016 -0.3385 0.3998 -1.0186 0.1689 

A6310 0.7616 0.2955 0.1423 0.8905 1.2060 0.4065 

A1407 -0.0781 0.9406 0.1314 0.9086 0.0136 0.9964 

A5101 -0.7115 0.1672 -0.4142 0.4276 -2.6171 0.1871 

A4113 -0.1699 0.2886 -2.2821 0.1684 -0.0621 0.8773 

Al someter estas proteínas al procedimiento STEPWISE de SAS se observa a nivel general, 

que la proteína A4119 está relacionada inversamente, al igual que la A4113 para la raza SM; 

para la raza CB no se establecieron proteínas (tabla 103).  

Tabla 103. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento de la 

viabilidad postï descongelación en razón a la concentración de las proteínas seleccionadas. 

 
General SM Cebú Brahman 

Pr > F <.0001 0.0136 n.e. 

R-cuadrado 0.5857 0.3850 n.e. 

Variable Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| 

Término independiente 67.0302 <.0001 65.9460 <.0001   

A4119 -0.8326 <.0001 . .   

A4113 . . -3.0691 0.0136   

En la figura 74 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente, en 

forma significativa, tienen que ver con los cambios de la viabilidad postïdescongelación. 
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Figura 74. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros CB. Las 
posiciones de los puntos de proteína señalados en color mostaza y rojo indican los puntos con cambios 
significativos que estarían afectando el comportamiento de la viabilidad espermática postï congelaciónl 
para la raza SM y a nivel General respectivamente. La ubicación de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura.  

VI.3.2.2.3. Análisis del comportamiento de la morfología espermática postïdescongelación en 

las razas San Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis de la morfología espermática postïdescongelación mediante modelos mixtos con 

medidas repetidas en el tiempo a partir del modelo VCA explica que la raza, las repeticiones y 

la interacción no afectaron esta variable (Pr>F 0.5688, 0.9272 y 0.1302, respectivamente) 

(tabla 104). 

Tabla 104. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre de la morfología postï 

descongelación. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 361.6 384.2 361.4 

Pr>F 
 Raza 0.5715 0.5715 0.5688 

Repeticion 0.9334 0.9479 0.9272 
Repeticion x  Raza 0.1331 0.3010 0.1302 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de espermatozoides con morfología normal postï descongelación para la 

raza SM fue de 80.14 ± 4.71 y para CB de 79.46 ± 3.01% (Tabla 97). 
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Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

en la morfología espermática postïdescongelación: 

Al realizar el análisis mediante el modelo de regresión polinomial para identificar puntos de 

proteína que tengan efecto sobre la morfología postïdescongelación, se encontró que el estos 

modelos no explican en general el efecto de los puntos de proteína sobre las variaciones en la 

morfología (Pr>F 0.5169, R2=0.6967 y R2ajustado=0.0294), al igual que para cada una de las 

razas.  

No obstante lo anterior y en búsqueda de grupos de proteínas que puedan estar participando 

en el comportamiento de la morfología postïdescongelación espermática, se seleccionaron 

variables mediante el análisis de componentes principales (ACP) y se observó que las posibles 

proteínas involucradas en el comportamiento de esta variable serian la A4113, A2001 y A4704 

con una explicación de la variación del 55.6% (figura 75). 

 

Figura 75. Proteínas que intervienen en la expresión de la morfología postï descongelación a través 
del análisis de componentes principales. 

Al hacer el análisis de la información involucrando las proteínas seleccionadas mediante el 

ACP, regresión polinomial sólo se observa efecto a nivel general (Pr>F 0.0415; R2=0.5208 y 

R2ajustado=0.3411); para la raza SM y CB los modelos no son significativos (tabla 105).  
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Tabla 105. Estadísticos del modelo regresión polinomial del comportamiento de la 

morfología postï descongelación por efecto de la concentración de las proteínas seleccionadas 

por ACP. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0415 0.2022 0.2526 

R-cuadrado 0.5208 0.6250 0.9075 

Adj R-Sq 0.3411 0.3036 0.6300 

Variable Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| 

Término independiente 92.0009 <.0001 95.6516 <.0001 86.6281 0.0031 

A2301 -0.2714 0.0728 -0.3911 0.1113 -0.0806 0.7436 

A6310 -0.9404 0.2338 -1.8896 0.1451 0.5540 0.4356 

A409 -1.7688 0.1072 -3.9143 0.1082 -1.4077 0.1477 

A1407 -0.9730 0.4113 -2.6270 0.1914 -0.4887 0.6489 

A507 2.4095 0.0759 5.1371 0.0741 1.3449 0.3867 

A4704 -2.2663 0.0119 -1.5522 0.4993 -2.3066 0.0772 

El análisis de la información a nivel general ofrece el siguiente modelo:  

Morfología postïdescongelación =  92,00 ï (A2301x0.27) ï (A6310x0.94) ï (A409x1.77) ï 

(A1407x0.97) + (A507x2.4) ï (A4704x2.27) 

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre la morfología y la concentración de las 

proteínas a nivel general se observa que el punto de proteína A4704 presentó una relación 

inversa y significativa (r=ï0.4322, p<.05). 

En la figura 76 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente en 

forma significativa tienen que ver con los cambios de la morfología postï descongelación. 

 

Figura 76. Mapa electroforético 2D SDSï PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú 
Brahman. La posición del punto de proteína señalado en color azul indica el punto con cambio 
significativo que estaría afectando el comportamiento de la morfología espermática postï 
descongelaciónl para la raza Cebú Brahman. La ubicación de los marcadores de peso molecular y 
puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura.  
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VI.3.2.2.4. Análisis del comportamiento del índice de calidad espermática postïdescongelación 

entre las razas San Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis del ICE postïdescongelación mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo permitió explicar que la raza afectó el índice de calidad postïdescongelación (VCU Pr>F 

0.0015), mientras que sus repeticiones y la interacción no presentaron efecto (Pr>F 0.3753 y 

0.9835, respectivamente) (tabla 106). 

Tabla 106. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre el índice de calidad postï 

descongelación. Modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo 

 
VCCS VCU VCA 

BIC -23.3 1.8 -26.7 

Pr>F 
 Raza 0.0015 0.0015 0.0015 

Repeticion 0.3954 0.5112 0.3753 
Repeticion x  Raza 0.985 0.9836 0.9835 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general del ICE postï descongelación para la raza SM fue de 0.21 ± 0.09 y para la 

raza CB 0.15 ± 0.003, existiendo diferencias entre las razas (tabla 97). 

Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

Brahman sobre el índice de calidad espermática postïdescongelación: 

Determinado el modelo y al realizar el análisis de la información con el procedimiento 

STEPWISE de SAS se observa que los modelos expresan efectos significativos a nivel general 

y para la raza SM (Pr>F 0.0030 y 0.0012, respectivamente); a nivel general, se observa que la 

proteína A5101 se encuentra relacionada directamente (Pr>F 0.0030) y la proteína A4119, 

inversamente (Pr>F 0.0012); en la raza SM se encontró la proteína A6310 que podría estar 

asociada directamente a estos cambios (p<.05); cuando se realiza el procedimiento para la 

raza CB no se encuentran proteínas relacionadas con el ICE postïdescongelación (tabla 107).  

Tabla 107. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

índice de calidad postïdescongelación según la concentración de las proteínas. 

 
General SM Cebú Brahman 

Pr > F 0.0030 0.0012 n.e. 

R-cuadrado 0.5647 0.7067 n.e. 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 0.8672 <.0001 0.27637 0.0105   

A5101 0.04424 0.0499 
 

   

A4119 -0.04326 0.0010 
 

   

A6310 
 

 0.16885 0.001   
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Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre el índice de calidad espermática y la 

concentración de las proteínas entre razas se observa que las proteínas A4704 (r=ï 0.43; 

p<0.05), A4113 (r=ï 0.62; p<0.001) y A4119 (r= ï 0.59; p<0.001) presentan una relación 

inversa y significativa y la A2301 (r= 0.35; p<0.05) directa y significativa. En la raza SM la 

proteína A6310 (r=0.55; p<0.05) presenta una relación directa y significativa; dentro de la raza 

CB la proteína A1407(r=ï 0.57; p<0.05) tiene una relación inversa y significativa.  

En la figura 77 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que en forma 

significativa posiblemente tienen que ver con los cambios del ICE post-descongelación. 

 

Figura 77. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color mostaza y rojo indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando el índice de calidad espermática postïdescongelación para 
la raza San Martinero y a nivel general respectivamente. La ubicación de los marcadores de peso 
molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura. 

VI.3.2.3. Comportamiento de las variables del proceso de fecundación asociadas a las proteínas 

del plasma seminal del ganado San Martinero y Cebú Brahman. 

VI.3.2.3.1.Análisis del comportamiento de la fecundación in vitro (2PN) entre las razas San 

Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis de la variable 2PN mediante modelos mixtos y medidas repetidas en el tiempo 

permitió establecer el modelo VCA como el que mejor explica el efecto de la raza, las 

repeticiones y su interección; para la raza existe efecto (Pr>F 0.006) sobre 2PN, mientras que 

las repeticiones y su interacción no presentaron efecto (tabla 108).  
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Tabla 108. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre lavariable 2PN. Modelo 

mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 464.8 481.8 464.1 

Pr>F 
 Raza 0.0075 0.0075 0.0061 

Repeticion 0.6400 0.1482 0.5952 
Repeticion x  Raza 0.7287 0.6038 0.7170 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

El promedio general de 2PN para la raza SM fue de 65.30 ± 8.95%, siendo mayor respecto a la 

C la cual presentó un promedio de 57.95 ± 9.11% (Tabla 109) 

Tabla 109. Efecto de la raza San Martinero y Cebú sobre la variable 2PN. 

n San Martinero n Cebú Pr>F 

35 65.30 ± 8.95
a
 35 57.95 ± 9.12

b
 0.0061 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de proteínas 
entre épocas (p<.05); 

Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

Brahman sobre la fecundación in vitro (2PN): 

Al realizar la selección de proteínas que pueden explicar los cambios observados en 2PN 

mediante el análisis de componentes principales (ACP) se observa que las posibles proteínas 

involucradas en el comportamiento de 2PN son la A2301, A3218, A4119, A6310, A507, A409, 

A1407 y A5101, con una explicación de la variación del 55,3% (figura 78). 

 

Figura 78. Proteínas que intervienen en la expresión de la fecundación in vitro a través del análisis 
de componentes principales. 
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Al hacer el análisis mediante modelos de regresión polinomial involucrando las proteínas 

seleccionadas por ACP se aprecia que sólo se encuentra un modelo significativo para la raza 

CB (Pr>F 0.0153, R2=0.9477 y R2ajustado=0.8693) (tabla 110).  

Tabla 110. Estadísticos del modelo de regresión polinomial del comportamiento de 2PN or 

efecto de la concentración de las proteínas seleccionadas por ACP. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0798 0.2908 0.0153 

R-cuadrado 0.4693 0.6696 0.9477 

Adj R-Sq 0.2702 0.2732 0.8693 

Variable Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| Estimado Pr > |t| 

Término independiente 65.2221 <.0001 83.0344 0.0024 78.8386 0.0048 

A4113 0.1277 0.8231 15.7548 0.1343 1.3327 0.0819 

A2001 0.3842 0.7247 2.8497 0.0925 -4.7347 0.0102 

A4704 -7.0550 0.0353 -13.9701 0.0931 -6.4862 0.0250 

A4119 1.1537 0.0768 -4.6404 0.1618 1.2099 0.2738 

A409 -4.9982 0.0830 -16.1184 0.0652 -7.9749 0.0079 

A507 1.7267 0.6170 13.4340 0.0929 -0.0491 0.9920 

Del análisis anterior se generaría el siguiente modelo para la raza C:  

2PN =  78.8 + (A4113x1.33) ï (A2001x4.73) ï (A4704x6.49) + (A4119x1.21) ï (A409x7.97) ï  

(A507x0.049) 

En la figura 79 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que posiblemente en 

forma significativa tienen que ver con los cambios de fertilidad in vitro (2PN). 

 

Figura 79. Mapa electroforético 2D SDSïPAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú 
Brahman. Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul indican los puntos con 
cambios significativos que estarían afectando la variable 2PN para la raza Cebú. La ubicación de los 
marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba de la figura.  
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VI.3.2.4. Comportamiento de las variables de la producción de blastocistos asociadas a las 

proteínas del plasma seminal del ganado San Martinero y Cebú Brahman.  

El análisis del porcentaje de blastocistos permite explicar que la raza, las repeticiones y su 

interacción no afectaron el porcentaje de blastocistos (Pr>F 0.0508, 0.8273 y 0.3888, 

respectivamente), sin embargo el nivel de significancia del efecto raza esta muy cercano del 

nivel de significancia (tabla 111). 

Tabla 111. Efecto de la raza, repetición y su interacción sobre el porcentaje de blastocistos 

a través del análisis de modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo. 

 
VCCS VCU VCA 

BIC 441.5 462.2 436.7 

Pr>F 

 Raza 0.0497 0.0497 0.0508 

Repeticion 0.8693 0.8297 0.8273 

Repeticion x  Raza 0.3923 0.4932 0.3888 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. 

En la tabla 112 se observa una tendencia a ser mayor el promedio general del porcentaje de 

blastocistos para la raza SM (32.12 ± 7.75%) respecto a la CB (25.35 ± 8.35%) (Pr>F 0.0508). 

Tabla 112. Efecto de la raza San Martinero y Cebú Brahman sobre la producción de 

blastocistos in vitro. 

n San Martinero n Cebú Brahman Pr>F 

35 32.12
a
 ± 7.75 35 25.35

b
 ± 8.35 0.0508 

Media ± DSE; letras diferentes indican diferencias significativas (p<.05); las pajillas para congelación se 
empacarón a  30 x10

6
 epz/ml. 

Participación de las proteínas del plasma seminal obtenido de las razas San Martinero y Cebú 

Brahman sobre la producción de blastocistos:  

Seleccionado el modelo, al realizar el análisis de la información con el procedimiento 

STEPWISE de SAS en general (para las dos razas) se observa que la proteína A409 es la que 

se encuentra relacionada inversamente con los cambios en el porcentaje de blastocistos (Pr>F 

0.0070, R2=0.3939); cuando el procedimiento se efectúa para cada una de las razas, no se 

encuentran proteínas relacionadas con el porcentaje de blastocistos en la raza SM, mientras 

que en la raza CB se encontró la proteína A409 que podría estar asociada a estos cambios 

(Pr>F 0.0261, R2=0.7485) (tabla 113).  
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Tabla 113. Estadísticos del procedimiento STEPWISE de SAS del comportamiento del 

porcentaje de blastocistos según la concentración de las proteínas seleccionadas. 

 
General San Martinero Cebú Brahman 

Pr > F 0.0070 n.e. 0.0261 

R-cuadrado 0.3939 n.e. 0.7485 

Variable Estimado Pr > F Estimado Pr > F Estimado Pr > F 

Término independiente 41.04267 <.0001 
 

 47.0767 0.0015 

A409 -10.40197 0.0070 
 

 -13.48417 0.0261 

Al calcular los coeficientes de correlación parciales entre el porcentaje de blastocistos y la 

concentración de las proteínas se observa a nivel general que la proteína A4113 presenta una 

relación inversa y significativa (r=ï0.35; p<.05); dentro de la raza CB la proteína A409 tiene una 

relación inversa y cerca de la significancia (r=ï0.46; Pr>|r| 0.0567); para la raza SM no se 

encontraron proteínas significativas.  

En la figura 80 se puede observar la ubicación de los puntos de proteína que en forma 

significativa posiblemente tienen que ver con los cambios de producción de blastocistos. 

 

Figura 80. Mapa electroforético 2D PAGE de proteínas de plasma seminal de toros Cebú Brahman. 
Las posiciones de los puntos de proteína señalados en color azul y rojo indican los puntos con cambios 
significativos que estarían afectando la producción de blastocistos para la raza Cebú y a nivel general. La 
ubicación de los marcadores de peso molecular y puntos isoeléctricos se señala a la izquierda y arriba 
de la figura. Mapa real. 
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VI.3.2.5. Concentración de proteínas del plasma seminal en el ganado San Martinero y Cebú 

Brahman.  

El análisis de cada una de las proteínas mediante modelos mixtos con medidas repetidas en el 

tiempo por raza, permitió determinar que el mejor arreglo de covarianzas se obtiene a partir del 

modelo VCA; con este modelo se puede explicar que la concentración de los puntos de 

proteína A6310 y A4704 difiere en forma significativa (p<.05) y los puntos de proteína A4113, 

A4119, A2301 de forma altamente significativa (p<.0001); además, se observan cambios 

significativos para la interacción repetición por raza, para los puntos de proteína A5101, A4119, 

A4704 (p<.05) (tabla 114). 

Tabla 114. Análisis de modelos mixtos de las proteínas del plasma seminal considerando la 

raza, la repetición su interacción. 

Modelos A2001 A5101 A4113 A4119 A3218 A2301 A6310 A409 A1407 A507 A4704 

V
C

C
S

 

BIC 164.9 152.7 198.5 197.6 250.5 245.2 137.6 96.1 71.5 95.8 93.7 

Raza (R) 0.1384 0.0961 <.0001 <.0001 0.2610 <.0001 0.0237 0.1016 0.4462 0.3939 0.0060 

Repetición (R)  0.8866 0.3012 0.2116 0.759 0.1005 0.7481 0.8387 0.7589 0.4526 0.6129 0.1490 

RxR 0.6324 0.0454 0.2082 0.0533 0.8561 0.8554 0.5969 0.9551 0.2009 0.8913 0.0123 

V
C

U
 

BIC 196.6 180.1 223.9 230.0 282.5 267.6 161.0 114.8 98.5 124.7 105.9 

Raza (R) 0.1310 0.0920 <.0001 <.0001 0.2610 <.0001 0.0265 0.0890 0.4443 0.3595 0.0393 

Repetición (R)  0.9056 0.2164 0.2268 0.7334 0.0394 0.6705 0.8458 0.6002 0.4488 0.4851 0.0020 

RxR 0.6348 0.0224 0.2825 0.0228 0.8035 0.8466 0.4958 0.8386 0.2536 0.8139 0.1208 

V
C

A
 

BIC 161.8 150.6 194.8 196.2 250.5 243.0 137.5 96.0 66.6 95.8 91.0 

Raza (R) 0.1546 0.0695 <.0001 <.0001 0.2594 <.0001 0.0212 0.1010 0.3993 0.3939 0.0111 

Repetición (R)  0.8896 0.1868 0.1972 0.7254 0.1027 0.7665 0.8343 0.7682 0.4355 0.6130 0.1192 

RxR 0.6234 0.0194 0.1968 0.0223 0.8555 0.8363 0.6198 0.9545 0.3001 0.8913 0.0100 

BIC ï Criterio de interrelación bayesiano; VCCS ï Variance Components, Compound Symmetry; VCU ï 
Variance Components, Unstructured; VCA ï Variance Components, Autoregressive. Para raza, 
repeticiones y su interacciones se muestran las Pr>F. 

En la tabla 115 se puede observar el comportamiento de los valores promedio de los puntos de 

proteína por raza; los puntos A5101, A4113, A4119, A2301, A6310 y A4704 presentan 

diferencias significativas. 
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Tabla 115. Promedios de concentración de proteínas del plasma seminal de toros San 

Martinero y Cebú Brahman. 

Variable 
San Martinero Cebú Brahman 

n Media ± SEM n Media ± SEM 

A2001 19 3.60 ± 2.23
a
 21 4.69 ± 1.72

a
 

A5101 21 2.75 ± 1.72
b
 19 3.57 ± 2.06

a
 

A4113 18 1.62 ± 0.82
b
 20 11.77 ± 5.68

a
 

A4119 21 6.66 ± 2.80
b
 21 15.51 ± 3.32

a
 

A3218 21 17.25 ± 6.28
a
 21 14.73 ± 5.89

a
 

A2301 21 19.20 ± 6.91
a
 21 8.72 ± 3.36

b
 

A6310 19 2.16 ± 0.94
b
 21 3.39 ± 1.61

a
 

A409 18 1.20 ± 0.82
a
 18 1.74 ± 0.86

a
 

A1407 18 1.32 ± 0.82
a
 14 1.57 ± 0.60

a
 

A507 19 1.54 ± 0.94
a
 18 1.81 ± 0.67

a
 

A4704 20 1.55 ± 1.20
b
 14 2.85 ± 0.98

a
 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre razas dentro de 
proteínas (p<.05). 

En la tabla 116 se pueden observar los puntos de proteína, A5101, A4119, A4704 que 

mostraron alguna interacción entre la raza y los muestreos. 

Tabla 116. Promedios de concentración de proteínas del plasma seminal en cada uno de los 

muestreos para las razas San Martinero y Cebú Brahman. 

Raza Repetición 
A5101 A4119 A4704 

n Media ± SEM n Media ± SEM n Media ± SEM 

Cebú 

1 7 2.45 ± 1.09
 ab

 7 17.60 ± 3.07
 a
 7 1.69 ± 1.06

 b
 

2 6 3.06 ± 0.79
 ab

 7 14.9 ± 3.45
 a
 5 2.74 ± 0.61

 a
 

3 6 5.38 ± 2.68
 a
 7 14.03 ± 2.26

 a
 6 3.51 ± 0.63

 a
 

San 
Martinero 

1 7 2.96 ± 2.52
 ab

 7 5.55 ± 3.11
 b
 6 2.4 ± 1.83

 a
 

2 7 2.99 ± 1.49
 ab

 7 6.70 ± 2.20
 b
 7 0.78 ± 0.48

 b
 

3 7 2.29 ± 0.94
 b
 7 7.75 ± 2.96

 b
 7 1.59 ± 0.31

 b
 

Media ± SEM; medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre repeticiones dentro de 
proteínas (p<.05). 
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VI.3.3. PROMEDIOS DE VARIABLES DE CALIDAD DE ESPERMATOZOIDES PRE Y POSTï
CONGELADOS Y RESULTADOS DE FECUNDACIÓN IN VIVO E IN VITRO EN LOS TOROS 
SAN MARTINERO. 

Al revisar los resultados de las tablas 23, 43, 68 y 97 se observa que la respuesta obtenida de 

los toros criollos SM está en el rango superior comparado con los toros CB; sin embargo, se 

seleccionaron dos grupos considerando los promedios de la respuesta de cada variable de 

calidad espermática en fresco y postïdescongelación, fecundación y producción de blastocistos 

(los de mayor y menor promedio). 

VI.3.3.1. Valores de mayor y menor promedio para las variables de calidad espermática del semen 

fresco de los toros San Martinero. 

Para seleccionar los mejores animales el presente estudio tuvo en cuenta el valor del ICE (tabla 

117) que integra la concentración, motilidad, viabilidad y morfología espermática; las variables 

integradas en el índice señalan poca variación, sin embargo se observa que los toros 

codificados 2 y 4 presentan los mejores promedios (0.55 ± 0.09 y 0.59 ± 0.16, respectivamente) 

y los codificados como 1 y 5 con los menores promedios (0.48 ± 0.21 y 0.45 ± 0.12, 

respectivamente). 

Tabla 117. Promedios de variables de calidad espermática en fresco de los toros criollos 

San Martinero en estudio. 

Toro n 
Volumen 

(ml) 

Concentración 

(epzX10
6
)/ml 

Motilidad 

(%) 

Viabilidad 

(%) 

Espz norm 

(%) 
ICE 

1 3 10.42±2.84 1018.5±138.66 78.33±19.66 67.33±25.07 82.50±4.10 0.44±0.21 

2 3 6.58±2.13 1011.17±173.06 83.33±4.08 77.67±7.12 85.17±7.41 0.55±0.09 

3 3 7.75±2.25 1035.00±129.42 81.67±11.25 73.33±5.92 80.17±0.75 0.49±0.08 

4 3 8.00±2.53 1035.50±232.66 82.83±4.02 76.33±7.34 89.67±6.12 0.59±0.16 

5 3 8.58±2.92 1094.50±172.34 74.17±11.14 68.83±8.35 80.83±4.49 0.45±0.12 

6 3 5.50±2.72 969.17±113.80 75.83±10.68 69.83±7.68 93.17±2.23 0.49±0.14 

7 3 7.33±2.27 1097.33±175.23 83.33±8.76 76.00±8.65 77.50±5.09 0.54±0.11 

Media ± SEM; Espz norm (espermatozoides normales); ICE variable integradora de indicadores de 

calidad espermática; valores resaltados en negrilla para ICE indica mejores y menores promedios.  

Un segundo criterio de clasificación fue la evaluación del número de pajillas congeladas por 

eyaculado de concentración espermática definida (30x106 espermatozoides) que pasaron las 

pruebas de calidad y de almacenaje, permitiendo identificar a los toros codificados como 2 y 4 

(18.18 ± 5.97 y 19.01 ± 5.84 30x106 espermatozoides, respectivamente) seguidos por el toro 
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codificado como 6 (17.65 ± 11.47 30x106 espermatozoides) como aquellos que obtuvieron 

mayores promedios y los toros codificados como 3 y 5 (16.24 ± 4.93 y 15.03 ± 5.69 30x106 

espermatozoides, respectivamente) aquellos que obtuvieron menores promedios (tabla 118). 

Tabla 118. Promedios del número de pajillas congeladas por mililitro de semen fresco en los 

toros criollos San Martinero.  

Toro n Media ± SEM 

1 3 17.31±8.84 

2 3 18.18±5.97 

3 3 16.24±4.93 

4 3 19.01±5.84 

5 3 15.03±5.69 

6 3 17.65±11.47 

7 3 17.60±6.36 

VI.3.3.2. Valores de las variables de mayor y menor promedio para calidad espermática postï 

descongelación en los toros San Martinero. 

Con el mismo criterio realizado en el punto anterior (calidad espermática pre-congelación) 

fueron seleccionados los toros de mayor y menor respuesta en las variables de calidad 

espermática postïdescongelación bajo el ICE, en donde los toros 2 y 6 se identificaron como 

los de mayor promedio seguidos por el toro 4, mientras que el toro 3 fue el de menor promedio 

(tabla 119).  

Tabla 119. Promedios de calidad espermática postïdescongelación en los toros criollos San 

Martinero. 

Toro Repeticiones 
Motilidad 

(%) 

Viabilidad 

(%) 

Espz norm  

(%) 
ICE 

1 5 38.80±6.66 60.20±3.19 77.60±3.17 0.18±0.05 

2 5 40.20±5.81 61.20±4.13 79.90±4.09 0.18±0.06 

3 5 36.80±3.36 59.70±4.67 74.20±4.32 0.17±0.03 

4 5 43.20±3.36 60.00±5.62 79.80±4.85 0.18±0.04 

5 5 38.30±3.33 60.50±4.09 78.40±3.03 0.17±0.05 

6 5 45.80±4.69 62.60±3.63 78.80±5.85 0.18±0.05 

7 5 39.10±3.11 59.20±5.45 75.80±5.98 0.17±0.05 

Media ± SEM; motilidad progresiva individual; Espz norm (espermatozoides normales); ICE variable 
integradora de indicadores de calidad espermática; valores resaltados en negrilla para ICE indica 
mejores y menores promedios.  
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VI.3.3.3. Valores de las variables de mayor y menor promedio de fecundación y desarrollo 

embrionario in vivo e in vitro. 

Para la selección de los toros con mayores y menores promedios en cuanto a la variable 

fecundación in vitro se encontraron los toros 2 y 6 (68.42 ± 5.28 y 69.06 ± 7.49%, 

respectivamente), seguidos del toro 3 con los mayores promedios y los menores promedios 

para los toros 1 y 7 (59.19 ± 10.34 y 58.28 ± 9.31%, respectivamente) (tabla 120).  

Tabla 120. Promedios de fecundación in vitro en los toros criollos San Martinero. 

Toro n Media ± SEM 

1 3 59.19±10.34 

2 3 68.42±5.28 

3 3 67.17±5.86 

4 3 62.30±9.06 

5 3 67.10±8.15 

6 3 69.06±7.49 

7 3 58.28±9.31 

Una variables respuesta importante en reproducción es la producción de blastocistos; en este 

sentido, en la tabla 121 se observa que los mayores promedios están dados para los toros 2 y 

6 (35.55 ± 4.00 y 38.84 ± 4.30%, respectivamente) seguidos del toro 4 y los menores promedio 

para los toros 3 y 5 (23.30 ± 8.99 y 25.68 ± 6.72%, respectivamente). 

Tabla 121. Promedios de producción de blastocistos in vitro en los toros criollos San 

Martinero. 

Toro n Media ± SEM 

1 3 31.24±3.75 

2 3 35.55±4.00 

3 3 23.30±8.99 

4 3 33.17±3.76 

5 3 25.68±6.72 

6 3 38.84±4.30 

7 3 29.13±4.21 

Finalmente, el criterio de fecundación in vivo de los toros SM monitoreados por 3 años con 

exposición a grupos de 20 hembras de la misma raza anualmente, señala las mayores 

respuestas para los toros 6, 4 y 2 (72.22 ± 4.96, 70.00 ± 7.62 y 67.86 ± 4.82%, 

respectivamente) y las menores respuestas para los toros 3 y 5 (42.86 ± 4.36 y 50.00 ± 3.52%, 

respectivamente) (tabla 122). 
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Tabla 122.  Promedios de fecundación in vivo en los toros criollos San Martinero. 

Toro n Media ± SEM 

1 3 61.90±6.53 

2 3 67.86±4.82 

3 3 42.86±4.36 

4 3 70.00±7.62 

5 3 50.00±3.52 

6 3 72.22±6.85 

7 3 56.25±4.96 

Por último, se puede considerar que los toros de mejor promedio en términos de calidad 

espermática integrando las variables evaluadas en espermatozoides de semen fresco, postï

descongelado, fecundación in vitro, producción de blastocistos y fecundación in vivo son los 

toros 2, 4 y 6 y los de menor promedio son los toros 3 y 5, sin ser considerados de baja 

eficiencia (tabla 123).  

Tabla 123. Posiciones de los toros criollos SM para los criterios de fecundación evaluados.  

Variables 

Mayor  
promedio 

Menor 
promedio 

1 2 3 6 7 

ICE semen fresco (concentración, motilidad, viabilidad y morfología) 4 2 7 1 5 

n°pajillas congeladas 4 2 6 3 5 

ICE  Semen post-descongelado (motilidad viabilidad y morfología) 6 2 4 3 7 

Fecundación  in vitro (2PN) 6 2 3 4 7 

Producción Blastocistos 6 2 4 3 5 

Fecundación in vivo 6 4 2 3 5 

En este sentido, cuando realizamos un análisis de varianza con prueba de comparación de 

medias entre los toros seleccionados anteriormente sobre el comportamiento de la 

concentración de los puntos de proteínas, los resultados indican que el punto de proteína 

A3218 (mayor concentración) estaría relacionada principalmente con los toros de menor 

promedio, con un coeficiente de determinación de 0.3397 y significativo (p<.05), lo que indica 

que esta proteína estaría explicando en un 33.97% la respuesta de fecundación de los machos; 

en cuanto al punto de proteína A1407, esta estaría asociada con los toros que mostraron 

mejores promedios, con un coefiente de determinación de 0.4507 y significativo (p<.05), lo que 

indica que esta proteína estaría explicando en un 45.07% la respuesta de fecundación de los 

machos; en términos generales no se definen en forma concreta proteínas que expliquen 
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específicamente la diferencia entre los toros SM, lo que puede ser causado por la baja 

variación en cuanto a la eficiencia reproductiva de los machos de esta raza (tabla 124). 

Tabla 124. Niveles de asociación entre la concentración de los puntos de proteína y los 

toros seleccionados de la raza San Martinero con mayor y menor promedio. 

Proteína Pr>F R
2
 Concentración de proteínas 

Orden de los toros 
seleccionados

 

A2001 0.4917 0.1223 Menor> 2. 3. 6. 5. 
A3011 0.5724 0.1143 Menor< 5. 3. 6. 2. 
A5101 0.3287 0.1884 Menor< 5. 6. 3. 2. 
A5006 0.6399 0.1099 Mayor> 6. 3. 5. 2. 
A4106 0.3380 0.1754 Mayor> 6. 3. 2. 5. 
A4113 0.4493 0.1484 Menor< 2. 3. 5. 6. 
A4119 0.4142 0.1364 Menor< 3. 5. 2. 6. 
A3218 0.0368 0.3397 Mayor< 3. 2. 6. 5. 

A2301 0.2408 0.1854 Mayor> 2. 5. 3. 6. 
A7304 0.9904 0.0060 Menor< 5. 2. 6. 3. 
A6307 0.6347 0.1046 Menor< 5. 6. 3. 2. 
A1407 0.0260 0.4507 Mayor> 6. 3. 5. 2. 

A507 0.3013 0.1887 Mayor> 6. 3. 5. 2. 

R
2
 (coefiente de determinación del modelo); Orden de los toros seleccionados (respecto al nivel de 

concentración proteica). 

VI.3.3.4. Comportamiento de las proteínas respecto a los dos mejores y dos peores machos de las 

razas San Martinero y Cebú Brahman. 

En la tablas 125 y 126 se observan los resultados de la comparación del comportamiento de las 

proteínas cuando se realiza entre los dos mejores toros SM (2 y 6) respecto a los dos toros de 

menor promedio dentro de la raza CB (33 y 7). 

Estos resultados indican que para el punto de proteína A2301 (peso molelcular 16.24 kDa y 

punto isoeléctrico 4.78) se observa Un orden lógico esperado para el punto de proteína  A2301 

de peso molelcular 16.24 kDa y punto isoeléctrico 4.78 con cambios significativos (p<0.05) y 

que  está asociado con los toros de mayor promedio de las variables de eficencia reproductiva, 

estaría definido como una posible BSP-A1 identificada en toros con buena fertilidad (Moura et 

al., 2007).  

Por otra parte, se observa que los puntos de proteína A4113 (peso molecular de 15.37 kDa y 

punto Isoeléctrico 5.38) y A4119 (peso molecular de 15.46 kDa y punto Isoeléctrico de 5.15) se 

asocian a los toros de menor promedio en cuanto a las variables de eficiencia reproductiva.  

Estos resultados son interpretados cuando comparamos estos niveles de fertilidad (de mayor y 

menor promedio) obtenidos a nivel general entre las dos razas. Por otra parte no quiere decir 

que estas proteínas sean o no sean las que identifiquen verdadera fertilidad a nivel general, si 
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no que son respuestas que hay que visualizarlas dentro de la raza, es así que en el caso del 

punto de proteína A4119 a nivel general del Cebú es la proteína que más se expresa (Tabla 

125).  

Tabla 125. Niveles de asociación entre las concentraciones de proteína y los toros 

seleccionados como de mayor promedio de la raza SM y los de menor promedio de la raza CB. 

Proteína Pr>F R
2
 Concentración de proteínas 

Orden de los toros 
seleccionados

 

A2001 0.6996 0.1738 Menores 33. 7. 2. 6. 
A5101 0.7858 0.1180 Mayores 6. 7. 2. 33 
A4113 0.0010 0.8909 Menores 37. 33. 6. 2 
A4119 0.0099 0.7409 Menores 7. 33. 6. 2 

A3218 0.6093 0.1940 Mayores 2. 33. 6. 7 
A2301 0.0392 0.6287 Mayores 2. 6. 33. 7 

A6310 0.1256 0.4924 Menores 7. 2. 33. 6 
A409 0.3448 0.4025 Menores 6. 7. 33. 2 

A1407 0.0423 0.6515 Menores 6. 33. 2. 7 
A507 0.1667 0.8003 Mayores 6. 33. 7. 2 

A4704 0.3468 0.5264 Menores 33. 7. 6. 2 

R
2
 (coefiente de determinación del modelo); Orden de los toros seleccionados (respecto al nivel de 

concentración proteica). 

Tabla 126. Promedios de variables de calidad espermática de semen fresco, postï 

descongelado, fecundación y producción de blastocistos del ganado Cebú Brahman. 

Toro 2 5 3 7 4 6 1 

Número de animal 13 21 16 38 20 33 7 

Volumen (ml) 9.17±2.52 5.33±1.61 7.00±1.00 5.50±1.32 6.33±0.58 5.33±3.01 5.67±2.93 

Concentración x 10ϑ 686.7±217.3 593.3±259.7 723.3±66.6 739.7±250.4 730.3±122.5 664.0±264.8 604.67±224.71 

Motilidad (%) 73.33±5.77 78.33±2.89 79.33±1.15 83.33±2.89 75.00±5.00 81.67±2.89 78.33±5.77 

Viabilidad (%) 71.67±1.53 69.33±1.15 76.00±1.73 78.00±2.65 74.00±3.46 78.00±3.00 73.33±4.93 

Espz normales (%) 81.00±1.00 82.00±2.65 81.33±0.58 83.00±1.00 82.33±3.21 83.00±2.00 81.67±3.79 

ICE 0.29±0.08 0.26±0.11 0.35±0.04 0.40±0.13 0.33±0.06 0.35±0.12 0.28±0.07 

Pajillas congeladas 91.94±41.58 50.57±30.04 82.32±9.58 76.26±37.03 74.31±20.32 64.45±40.27 54.72±45.39 

Motilidad progresiva 
individual (%) 

32.00±2.74 41.00±2.65 39.20±6.22 38.60±4.16 33.40±4.22 33.0±2.12 32.40±2.51 

Viabilidad (%) 55.60±1.14 56.60±3.05 53.40±3.29 57.80±3.83 56.20±1.64 50.00±4.30 41.20±2.77 

Espz normales (%) 79.80±2.39 81.60±2.88 81.20±1.48 79.60±3.05 79.20±2.77 79.20±1.48 75.60±3.65 

ICE post-
descongelación 

0.14±0,03 0.19±0,02 0.17±0,04 0.18±0,01 0.15±0,01 0.13±0,02 0.10±0,01 

Fecundación in vitro 

(%) 
52.89±10.62 60.89±12.43 63.78±5.86 60.44±8.11 55.78±13.84 54.72±5.16 57.13±2.65 

Blastocistos (%) 22.22±7.64 36.18±5.75 23.06±5.53 27.52±11.27 22.77±4.31 17.37±5.29 18.35±7.09 
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VII. DISCUSIÓN  

VII.1. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES DE CALIDAD ESPERMÁTICA EN SEMEN 

FRESCO, ASOCIADAS A LAS PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL DEL GANADO 

SAN MARTINERO. COMPARACIONES ENTRE ÉPOCAS SECA Y LLUVIOSA Y CON 

LA RAZA CEBÚ BRAHMAN VISTAS DESDE EL ANÁLISIS DE LECTURA 

ELECTROFORÉTICA EN UNA DIMENSIÓN.  

Para las evaluaciones de comportamiento de las variables de calidad espermática y 

participación de las proteínas del plasma seminal entre las épocas definidas para comparación 

(lluviosa y seca), es importante destacar que la variable climática integradora de la temperatura 

y humedad definida como índice de temperatura-humedad (ITH) entre ambas épocas, está por 

encima de los rangos reportados como normales, que son 70 o menos para la especie bovina 

(du Preez et al., 1990); por lo tanto, los resultados obtenidos estarían clasificados como de 

alerta al límite crítico de producción para la época lluviosa (71.0) y de alerta por encima del 

límite crítico para la época seca (79.1). Aunque estos rangos no se ajustan a nuestro medio y 

se requiere de un ajuste bajo las condiciones del trópico colombiano, lo que sí es cierto es que 

las dos épocas están bien diferenciadas en cuanto a variables climáticas. 

Por otra parte, es conveniente resaltar que la raza comparativa seleccionada, Cebú Brahman, 

es una de las razas que más se ha adaptado a las condiciones del trópico bajo colombiano y es 

la que actualmente se explota con mayor intensidad (Fedegan, 2010). 

VII.1.1. PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL DEL GANADO SAN MARTINERO 
COMPARADAS CON EL CEBÚ BRAHMAN VISTAS DESDE EL ANÁLISIS DE LECTURA 
ELECTROFORÉTICA EN UNA DIMENSIÓN.  

Los resultados de la presente investigación evidencian que las proteínas de bajo peso 

molecular (<30kDa) presentan las mayores concentraciones (cerca del 70%) en ambas razas 

evaluadas. En este perfil electroforético se pueden apreciar proteínas que posiblemente tienen 

que ver con la calidad espermática. 

Aquí se podría encontrar la familia de las BSP, las espermadhesinas, la proteína ácida del 

plasma seminal aSFP y la TIMP2, inhibidor tisular de metaloproteinasa, entre otras (Killian et 

al., 1993, Manjunath et al., 1993, 1994a, 2007, Moura et al., 2007, Barajas et al., 2009). En el 

perfil proteíco, se pueden apreciar las proteínas de peso molecular entre 30 y 60 kDa, en las 

que se podria encontrar la clusterina (Moura et al., 2007a, Ibrahim 1999) y la osteopontina 



Discusión  

  228  

 

(Erikson et al., 2007), lo que significaría que las proteínas de mayor relevancia en el tema de la 

fecundación y, más específicamente, en la calidad espermática, estarían en el grupo de las 

proteínas de bajo peso molecular, uniéndose a ellas la clusterina y la osteopontina que estarían 

en el grupo entre 30 y 60 kDa. 

Se resalta la presencia de dos bandas de proteínas más en el ganado SM que no aparecen en 

el CB (19.9 kDa y 72.8 kDa) y que podrían estar explicando diferencias propias de la raza, 

posiblemente relacionadas con la fecundación. Sin embargo, el total de la proteína expuesta 

del plasma seminal es similar entre razas, al igual que las bandas de mayor concentración, 

pero en el análisis de bandas en forma puntual destaca la diferencia altamente significativa 

(p<0.001) de tres bandas de proteínas de peso molecular 5.4, 61.1 y 66 kDa, cuyas 

concentraciones son superiores en CB (p<0.05). Al menos una de estas bandas podría estar 

relacionada con proteínas como la caltrina o plasmina seminal, de bajo peso molecular, que 

tiene acciones inhibiendo la actividad de la acrosina en la exocitosis (Winnica et al., 2000) y 

que a nivel del epidídimo, contribuyendo a la inhibición del calcio por parte de los 

espermatozoides, ha sido considerada como factor de antifecundación (Killian et al., 1993, 

Randolph et al., 1985); esto sugiere que encontrarla en el plasma seminal indicaría que posee 

un efecto inhibitorio en los procesos de reacción acrosómica, capacitación espermática y de 

penetración de la zona pelúcida, por lo que podría ser una proteína moduladora y controladora 

de la polispermia.  

Por otra parte, las proteínas de 61 y 66 kDa, que están directamente asociadas con toros de 

alta fecundación (Killian et al., 1993, Moura et al., 2005, 2006, 2207, Erikson et al., 2007, Souza 

et al., 2008) y de gran facilidad de congelación (Jobim et al., 2004, 2009). Podrían estar 

relacionadas con la Osteopontina. La banda de proteína de peso molecular de 45 kDa no varió 

estadísticamente entre las dos razas (p>0.05), y podría tratarse de la clusterina, proteína que 

forma parte del fluido epididimal y del plasma seminal con funciones de prevención hacia el 

daño por estrés oxidativo en el espermatozoide (Reyes et al., 2002, Moura et al., 2007b); 

además, parece estar involucrada en el proceso de espermatogénesis, previniendo la lisis 

celular y mediando la distribución de lípidos a través de membrana espermática (Ibrahim 1999). 

Sin embargo, se ha reportado que ciertos niveles en el semen del toro y sementales (Novak et 

al., 2010) son indicativos de semen de baja calidad, ya que aglutina espermatozoides 

anormales (Ibrahim et al., 2000, Jobim et al., 2009).  
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Las bandas de proteínas de 29, 36 y 33.3 kDa correlacionaron con la concentración 

espermática. La proteína de 33.3 kDa se asoció inversamente con motilidad y viabilidad 

espermáticas. Como se planteó en los resultados, esta banda de proteínas posiblemente puede 

tener una doble función en toros CB, por un lado actuar como un factor antimotilidad y por otro 

lado actuar como un factor de capacitación del espermatozoide como lo explican Moura et al. 

(2006a). Estas bandas de proteínas, 29.36, 36 y 33.3 podrían estar relacionadas con la BSP 30 

kDa que actua en la capacitación espermática (Moura et al., 2006a).  

La banda de 24 kDa, similar en ambas razas (p>0.05), podría estar alojando las TIMP-2, 

proteínas presentes en las glándulas accesorias y no en fluido epididimal que tienen que ver 

con la membrana espermática y la unión de gametos (Moura et al., 2007b).  

Finalmente, en esta comparación entre razas es de resaltar la alta concentración tanto en SM 

como en CB, de la banda de proteína de 14.02 kDa. En esta banda de proteína podrían 

considerarse la BSP-A1/A2 y BSP A3, la espermadhesina y la proteína acida del fluido seminal 

(aSFP).  

Una posición importante bajo este punto de vista de análisis de lectura 1D es que se definen 

bandas de proteínas propias para cada raza en este estudio. Es así que las bandas de proteína 

de 72.8 y 19.9 kDa se observaron en la raza SM y la banda de proteína de peso molecular de 

36 kDa se observó en la raza CB; esto en principio serían indicadores diferenciales, al igual que 

las concentraciones de las bandas de proteína de 5.4, 61.1 y 66.0 kDa, que fueron superiores 

en ganado C (p<0.05) y las asociaciones de la proteína 33.3 en forma inversa con viabilidad y 

motilidad espermática, y directa con concentación espermática, junto a las bandas de 29.0 y 36 

kDa. Estos cambios podrían estar explicando la actividad de estas proteínas en el 

comportamiento reproductivo de cada raza. 

VII.1.2.  PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL DEL GANADO SAN MARTINERO EN ÉPOCA 
LLUVIOSA COMPARADAS CON LA ÉPOCA SECA, VISTA DESDE EL ANÁLISIS DE 
LECTURA ELECTROFORÉTICA EN UNA DIMENSIÓN. 

El efecto del medio ambiente climático adverso se traduce en cambios que afectan la eficiencia 

productiva en los animales, y en especial la calidad espermática. Estos cambios son la 

respuesta, en parte, a las modificaciones o ajustes en el perfil de proteínas del plasma seminal. 

El presente estudio muestra bandas de proteína de peso molecular 17.1, 20.1 y 36 kDa que 

aparecen en la temporada de menor precipitación, que como se explicó en los resultados, 

pueden ser la respuesta a estos ambientes adversos que permite proteger al espermatozoide 
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ante el estrés oxidativo provocado por las altas temperaturas, como lo señalan Pérez-Crespo et 

al. (2008). Estas bandas de proteína podrían estar asociadas con las llamadas HSP, o 

proteínas del shock calórico (Baraja-Vázquez et al., 2005). 

La banda de proteína de 45 kDa muestra una disminución (p<.05) tanto en su concentración 

como en su frecuencia de presentación en la época seca. La banda de 45 kDa posiblemente 

contenga a la clusterina, proveniente de las glándulas sexuales accesorias, y reconocida como 

importante para la funcionalidad de la célula espermática (Moura et al., 2007a). A pesar de este 

resultado, no es posible afirmar que la proteína decrece o desaparece, debido a que en esta 

banda podrían estar presentes otras proteínas. En este sentido, si se considera que la 

clusterina está relacionada con la motilidad del espermatozoide, ésta podría ser la explicación 

de su descenso en la época seca. Es probable que esta proteína pueda estar relacionada con 

las proteínas del shock calórico.  

De otra parte, la banda de 19.9 kDa aumenta su frecuencia en la época seca y se asocia en 

forma significativa con la motilidad (r=0.76, p<.05). Al igual que en el caso anterior, en esta 

banda podrían incluirse proteínas que tengan algún efecto de protección al esperma para que 

su fecundación no se vea tan influenciada por la variación climática. En este sentido, es posible 

que el incremento en la concentración de esta banda pueda explicar el porqué la motilidad no 

se afecta en el ganado San Martinero en función de la época. Así mismo, es posible que en 

estas bandas puedan estar incluidos puntos de proteínas de unión a heparina (HBPs), que 

están relacionadas con altas tasas de reacción acrosómica, capacitación (Gwathmey et al., 

2003), y con toros de alta fecundación (Moura et al., 2006a, McCauley et al., 2004). 

VII.2. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES DE CALIDAD ESPERMÁTICA EN SEMEN 

FRESCO ASOCIADAS A LAS PROTEINAS DEL PLASMA SEMINAL DEL GANADO 

SAN MARTINERO. COMPARACIONES ENTRE ÉPOCAS (LLUVIOSA Y SECA) Y 

CON LA RAZA CEBÚ BRAHMAN VISTAS DESDE EL ANÁLISIS DE LECTURA 

ELECTROFORÉTICA EN DOS DIMENSIONES.  

En este apartado, el análisis de la información se realiza desde un panorama general, 

considerando este panorama a todos los puntos de proteína captados en los geles por raza y 

por época analizados en forma puntual y comparativa con la calidad espermática (tablas 18 y 

20). 
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VII.2.1. PANORAMA GENERAL Y COMPORTAMIENTO PUNTUAL DE LOS PUNTOS DE 
PROTEÍNA. 

Los registros generados por el software PD-Quest para el mapa referencial electroforético de 

puntos de proteína del plasma seminal del ganado criollo SM y CB en el periodo de inicio de la 

etapa reproductiva son la primera referencia a nivel nacional; en el mapa se visualizan 64 

puntos de proteína, 27 más que en el CB, con puntos isoeléctricos entre 3.59 y 9.8 la gran 

mayoría.  

Tanto para la raza SM como para la CB (95%) son puntos de proteína ácidos o ligeramente 

ácidos. Como se anota en lo expuesto en el apartado de resultados, el pI de los puntos de 

proteína encontrados en el plasma seminal de los toros es similar al encontrado por Roncoletta 

et al. (2006). En este análisis de todos los puntos de proteína reflejados en el mapa 

electroforético del ganado San Martinero en las dos épocas, lluviosa y seca, se evidencian 

puntos propios para cada época o presentes para las dos épocas. Esto explica que existe un 

mecanismo de respuesta del ganado San Martinero por efecto de la variación climática y de la 

misma forma para cada raza, lo que expresa la identidad del ganado criollo SM y el CB. 

La información obtenida en la electroforesis 1D y los registros de puntos de proteína obtenidos 

en 2D, señalan a las proteínas codificadas como A2301 y A3218 de pesos moleculares y 

puntos isoeléctricos 16.74 kDa; 4.78 y 16.24kDa; 4.94, respectivamente, como los de mayor 

porcentaje de presentación y concentración en San Martinero, que pueden corresponder a las 

BSPïA1/A2 (Pesos moleculares entre 15 y 16.5 KDa; pIs entre 4.7 y 5.2), y por su ubicación, el 

punto A2001 (peso molecular 14.02 kDa y punto isoeléctrico 4.81) como una BSP-A3 similar a 

lo reportado en los trabajos de Manjunath et al. (1987, 1993b, 2009) y Gwathmey et al. (2003, 

2006), Jois et al. (2010), Lafleur et al. (2010) y Naunc et al. (2000).  

Es importante resaltar que dentro de los puntos de proteínas de mayor concentración se refleja 

la A4119, y que podríamos estar hablando, por su posición, de una isoforma de las BSP. Así 

mismo, la ubicación del punto A1411 y posiblemente el A1407 y A507 sobre el gel, con valores 

de peso molecular y pl de 28.20 kDa y 4.30; 28.62 y 4.02; 28.74 y 3.87, respectivamente, 

pueden indicar que se trata de la BSP-30kDa (28 kDa, pl 3.9-4.6) reportada en los trabajos de 

los mismos investigadores y de Desnoyers et al., estos últimos en 1992, y de Moura et al. 

(2006a).  
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Estos investigadores señalaron que la concentración de las BSP-A1/A2 y A3, correspondía al 

41% del total de las proteínas del plasma seminal, resultado similar al encontrado en este 

trabajo (40.5%) al sumar los valores de concentración de las proteínas. Las BSP-A1, BSP-A2, 

BSP- A3 y las BSP-30 kDa son las principales proteínas del plasma seminal bovino reportadas; 

son, como ya se ha comentado, secretadas por las vesículas seminales (Manjunath et al., 

1984, 1987). Las proteínas que forman parte del plasma seminal (BSP), y que provienen de las 

glándulas sexuales accesorias intervienen de diversas formas en el funcionamiento del 

espermatozoide (Moura et al., 2007). Algunas de ellas participan en la capacitación del 

espermatozoide, tal es el caso de las proteínas seminales bovinas BSP A1/A2, -A3 y las BSP 

30 kDa, las cuales inducen la salida del colesterol de la membrana del espermatozoide 

(Manjunath y Therien 2002); además, las BSP A1/A2 se unen a las células epiteliales del 

oviducto y contribuyen a la formación de reservorios espermáticos (Gwathmey et al., 2003). 

De otro lado, se ha sugerido que las BSP pueden, en una fase inicial, estabilizar la membrana 

del espermatozoide, es decir actuar como factor decapacitante y prevenir de esta forma una 

prematura reacción acrosómica. En una fase siguiente, podrían participar en las modificaciones 

necesarias de la membrana para que se efectúe la reacción del acrosoma (Desnoyers y 

Manjunath, 1992, Desnoyers et al., 1994, Manjunath et al., 1994b, 2002, Thérien et al., 1997, 

1998, 1999).  

VII.2.2. EVALUACIÓN COMPARATIVA DE LAS PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL 
DETECTADAS EN GANADO CRIOLLO SM EN LA ÉPOCA LLUVIOSA Y EN LA ÉPOCA 
SECA. 

Como se anotó anteriormente, es muy probable que el punto con número de codificación 

A2301 corresponda o forme parte de las BSP-A1/A2, las cuales juegan un papel importante en 

diferentes etapas del procesode fecundación. De esta forma, es posible sugerir que la baja 

concentración de esta proteína durante la época seca podría explicar en un momento dado, la 

disminución en los porcentajes de fecundación que puedan presentar los toros de la raza 

durante la misma. 

De otra parte, el incremento en la concentración de los puntos de proteínas A3011 y A4119 en 

la época seca, y la correlación positiva que evidencia el punto de proteína A3011 (p<.001, 

r=0.67), con la concentración de espermatozoides del eyaculado y la proteína A4119 (p<.001, 

r= 0.51)  
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Con el porcentaje de espermatozoides viables, sugieren que posiblemente estas dos proteínas 

jueguen un papel importante en el funcionamiento del espermatozoide durante este periodo 

climático. En cuanto al punto de proteína A3011, podríamos asociarla con la proteína ácida del 

fluido seminal (aSFP) por sus similitudes en posición, punto isoeléctrico y aproximaciones del 

peso molecular del mapa referencial (Moura et al., 2007a) y los reportados por las bases de 

datos NCBI NR. Esta proteína es secretada por las vesículas seminales, ámpulas y epidídimo, 

más no por el testículo. Muestra poder de preservación de la membrana espermática por 

poseer un efecto antioxidante sobre la peroxidación lipídica de la misma, presenta un efecto 

dosis dependiente y altos niveles de proteína actúan inversamente con la motilidad. Esta 

respuesta es similar a la obtenida en este estudio con respecto a la motilidad y constataría los 

datos previamente aportados. 

El punto de proteína A7001, de peso molecular 13.94 y punto isoeléctrico 6.15, podría 

corresponder a una espermadhesina. Esta proteína presenta una relación inversa con la 

fecundación y altera la motilidad espermática (Moura et al., 2006b; Jobim et al., 2009; Tedeshi 

et al., 2000); en este estudio no se evidencia diferencia estadística entre épocas, respuesta que 

explica que en el ganado bovino criollo SM, la época seca no afecte su comportamiento 

reproductivo.  

Con respecto a los puntos de proteína A1411, A1407 y A507, con pesos moleculares y puntos 

isoeléctricos de 28.20 y 4.30; 28.62 y 4.02; 28.74 y 3.87, que podrían corresponder a la BSP-

30kDa (Kelly et al., 2006, Moura et al., 2007), evidencian un mayor porcentaje de concentración 

y una frecuencia de presentación mayor en el plasma seminal de los toros en la época de 

lluvias, que se resalta especialmente en la proteína A1411 (p<.0001). Esta observación 

propone la importancia que tiene esta proteína en el proceso de fecundación durante la época 

de lluvias, y su baja frecuencia de presentación en la época seca sugeriría la razón de la 

posible caída en los índices de fecundación del toro en estas condiciones. Es posible entonces 

que las altas temperaturas que caracterizan la época seca depriman la producción de la 

proteína a nivel de vesículas seminales. Sin embargo, al analizar la proteína codificada como 

A1507 de peso molecular 29.48 y punto isoeléctrico 4.77, muy similar a la BSP-30kDa, se 

observa una condición inversa a las proteínas A1411, A1407 y A507. En esta proteína la 

frecuencia es mayor en la época seca con respecto a la lluviosa (p<.0001), lo que sugeriría que 

esta proteína podría estar actuando como moduladora del proceso. 
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La presencia o ausencia de puntos de proteína de plasma seminal, asi como su frecuencia, en 

la época lluviosa o seca podrian sugerir que existe un efecto marcado de la época climática 

sobre las características de este fluido en el ganado criollo SM. Es de resaltar el hecho de que 

la mayoría de las proteínas se expresen en la época de lluvias, lo cual sugiere la posibilidad de 

que jueguen un papel importante en el adecuado funcionamiento del espermatozoide, y es 

posible que puedan estar relacionadas con el proceso de fecundación. En este sentido, se 

puede observar que las proteínas A2703 y A3608, con pesos moleculares en kDa y puntos 

isoeléctricos 38.55 y 5.53, y 38.71 y 4.89, respectivamente, se presentaron en las dos razas, 

con menor concentración en SM en la época lluviosa, y la serie A4609, A4608, A5605, A4611, 

y A6601, con pesos moleculares en kDa y puntos isoeléctricos 38.73 y 4.96, 38.81 y 5.32, 

39.08 y 5.69, 39.32 y 5.38, y 39.88 y 5.91, respectivamente, no se presentaron en la época 

seca ni en la raza C pero sí en la época lluviosa.  

Por su ubicación, estos puntos de proteínas podrían corresponder a clusterina, la cual es 

secretada por las células epiteliales del epidídimo y tiene como función contribuir a la 

maduración espermática (Ibrahim et al., 2000), previene el daño causado por estrés oxidativo 

en el espermatozoide y parece estar involucrada en el proceso de la espermatogénesis (Reyes-

Moreno et al., 2012). Se ha observado también su efecto protector sobre la membrana 

espermática durante la criopreservación (Jobim et al., 2009), y su presencia en el semen del 

toro se ha considerado como un marcador potencial de baja calidad (Ibrahim et al., 2001a).  

Esta información sugiere que la presencia de las proteínas A2703 y 3608 en los toros SM y CB 

estaría explicando en parte las diferencias en calidad seminal de las dos razas; sin embargo, la 

no presencia de ninguna de las proteínas citadas en la época seca, al igual que las no 

presentes en el toro CB, nos hace suponer que las concentraciones halladas en la época 

lluviosa del San Martinero no son lo suficientemente altas como para generar un efecto 

negativo sobre la calidad espermática.  

Por otra parte, la presencia de puntos de proteínas que se expresan en un mayor número de 

veces en la época seca sugiere la posibilidad de que sean proteínas relacionadas con el shock 

calórico y podrían tener como fin proteger la integridad de la membrana del espermatozoide de 

los efectos de las altas temperaturas.  

Al analizar la proteína codificada como A5703 de peso molecular 65.29 y punto isoeléctrico 

5.86, que se encontró un mayor número de veces en la época lluviosa pero con una frecuencia 
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de presentación media, se observa una correlación negativa (p<0.05, r=-0.39) con el porcentaje 

de espermatozoides mótiles y con el porcentaje de espermatozoides viables.  

El bajo porcentaje de correlación permite sugerir la posibilidad de que su función sea la de 

mantener los porcentajes de motilidad y viabilidad espermática dentro de los rangos normales. 

Podría entonces inferirse para esta proteína la posibilidad de que ejerza una doble función en el 

espermatozoide, por un lado actuar como un factor de antimotilidad y por el otro como un factor 

de capacitación del espermatozoide 

VII.2.3. EVALUACIÓN COMPARATIVA DEL TORO CRIOLLO SAN MARTINERO CON LA 
RAZA CEBÚ BRAHMAN. 

El mapa referencial 2D-PAGE de las proteínas del plasma seminal del ganado CB, evidencia la 

presencia de 37 puntos de proteína con pesos moleculares entre 13.9 y 66.2 kDa y puntos 

Isoelectricos entre 4.0 y 9.8. El 94.44% de los puntos tienen un pH ácido o ligeramente ácido, 

similar a lo descrito en la raza SM (95%) y a lo que reportan Roncoletta y Da Silva (2006). 

Los puntos de proteína A3218 y A2301 detectados en el gel, al igual que en el SM, 

posiblemente correspondan a las BSP ïA1/-A2 (PM entre 15 y 16 kDa; pls entre 4.7 y 5.2), y el 

punto de proteína A4119 (PM 15.46kDa, pI 5.15) a una posible isoforma de las BSP o a una 

nueva proteína que se podría estar expresando por las condiciones del trópico Colombiano. El 

punto de proteína A2001registrado en el gel con peso molecular 14.02 kDa y pl 4.81 podría 

estar relacionado con una BSP-A3 (PM 15.0 kDa, pl 4.8 ï 5.2) reportadaen los trabajos de 

Manjuntah et al. (1987, 1993) y Gwathmey et al. (2003, 2006). De igual forma, los valores de 

peso molecular y pl 28.2 kDa, pl 4.3 que muestra el punto A1411, como se dijo anteriormente, 

sugieren que puede tratarse de la BSPï30kDa (28 kDa, pl 3.9 ï 4.6) reportada en los trabajos 

de los mismos investigadores y de Desnoyers et al., estos últimos en 1994. 

Se conoce que la suma de las concentraciones de las BSP A1/A2 y A3 corresponde al 41%, del 

total de las proteínas del plasma seminal. En este estudio, la sumatoria de las concentraciones 

de las proteínas propuestas como BSP A1/A2 y A3 para la raza CB fue de 28.13%, inferior al 

reportado en los trabajos de los investigadores referenciados y al obtenido en el ganado criollo 

SM (40.05%). Sin embargo, cuando incluimos en esta sumatoria el punto de proteína A4119 

como isoforma de las BSP, los valores se acercan más entre las dos razas (46.714 vs 43.640) 

siendo todavía un poco menor en CB. Al analizar las proporciones de las BSP A3 vs. A1/A2 se 
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observa que son mayores en el CB que en el SM, representando un 20 y 10%, 

respectivamente.  

La razón, en primer lugar, de la diferencia de las concentraciones, posiblemente radica en que 

los reportes se realizaron en un tipo de raza europea como la Holstein Friesian y en otras 

condiciones ambientales (Mortarino et al., 1998). Por otra parte, para este estudio, las 

diferencias en concentración y proporción podrían explicar el mejor comportamiento de las 

variables de calidad espermática del bovino SM, si consideramos que las BSP A1 y A2 (PDC 

109) están relacionadas con la motilidad (Moura et al., 2007a) y, junto a la BSPA3, se unen 

fácilmente a la membrana espermática (Mortarino et al., 1988) contribuyendo en los procesos 

de capacitación. La BSPA3 contribuye, además, a la PDC-109 en la preservación de la 

fecundación del semen de toro, cuando los espermatozoides están almacenados en el 

oviducto; sin embargo, cuando sus concentraciones son altas más de 2.5 veces, su presencia 

se asocia con toros de baja fecundación (Roncoletta et al., 2006 y Jobim et al., 2009). 

De los análisis de los puntos de proteínas que demuestran alguna asociación, cabe destacar el 

alto valor de correlación inversa (r=-0.69) mostrado por el punto de proteína A4113 con peso 

molecular y punto isoeléctrico 15.37 y 5.38, y su grado de significancia estadística (p<.0001) 

con la concentración espermática en CB, lo cual sugiere la posibilidad de que pueda 

desempeñar un papel importante en el control de la producción de espermatozoides por el 

testículo en la raza o señalar un aspecto negativo. 

De otra parte, llama la atención la correlación, aunque baja, entre la proteína A2001 y la 

concentración espermática en la raza SM (r=-0.35, p<0.05); este punto puede corresponder con 

la BSPïA3 reportada en los trabajos de Manjunath et al. (1987, 1993b). Gwathmey et al. (2003, 

2006), en sus investigaciones no reportan que la proteína tenga efecto sobre esta variable; 

además, es de anotar que la concentración proteica de la A2001 es menor en SM que en CB. 

Contrario a la situación anterior, se evidenció una correlación positiva de la proteína A2301 con 

la concentración de espermatozoides del eyaculado (r=0.48, p<0.05) en toros CB; como se dijo 

anteriormente, el peso molecular y el pl de esta proteína concuerdan con los valores de las 

BSPïA1/A2 reportadas en los trabajos de Manjunath y Sairam en 1987, y Gwathmey et al. 

(2003, 2006). Sin embargo, no se conoce función alguna de estas proteínas sobre la 

concentración de espermatozoides del eyaculado; es de resaltar que aunque no se encontró 

correlación alguna en SM, se evidenció mayor concentración en esta raza.  
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En el toro SM la concentración espermática presenta una alta correlación con la proteína 

A3011 en forma altamente significativa (p<.001; r=0.67); es de resaltar que esta proteína no se 

presentó en la raza CB, y por su ubicación estaría asociada con la aSFP, que tiene una acción 

más de protección espermática (Schoneck et al., 1986). 

En 1993, Calvete y Eispanier sugirieron que esta proteína podría ser un nuevo factor de 

crecimiento lo cual podría explicar su relación con la concentración espermática; los resultados 

sugieren a la proteína como una característica propia del SM que estaría asociada a una mayor 

concentración espermática. 

El punto de proteína A7001 de peso molecular 13.94 y punto isoeléctrico 6.15 podría 

corresponder a una espermadhesina; esta proteína presenta una relación inversa con la 

fecundación y altera la motilidad espermática (Killian et al., 1993 y Moura et al., 2006b); en este 

estudio, se observó que su concentración fue mayor en la raza CB que en SM. Es posible que 

la presencia en menor concentración de esta proteína en la raza SM indique un menor efecto 

sobre la calidad espermática. 

El hecho de encontrar proteínas del plasma seminal que ejercen efectos positivos o negativos 

sobre la concentración de espermatozoides del eyaculado evidencia acciones encontradas de 

estas proteínas, probablemente con el fin de mantener la producción de espermatozoides por 

parte del testículo, dentro de rangos normales. 

En la raza CB, los puntos de proteína A409 y el punto A4113 correlacionaron negativamente 

con el porcentaje de espermatozoides mótiles del eyaculado, sugiriendo la posibilidad de que 

estas proteínas del plasma seminal estén ejerciendo una función de anti motilidad, con el fin 

posiblemente de permitir que el espermatozoide conserve la energía necesaria para su viaje 

por el tracto genital femenino en su camino al encuentro con el ovocito, o manifestando un 

efecto negativo propio de los toros. En el toro SM no se encontraron este tipo de correlaciones. 

Sin embargo, sí se presentaron asociaciones entre viabilidad y el punto de proteína A4119 en 

forma altamente significativa (p<.001 r=51), y con la proteína A5703 (PM 65.29 y 5.86) en 

forma significativa (p<.05 r=0.39). Esta última proteína presentó iguales resultados con la 

motilidad de espermatozoides. A pesar del bajo valor de correlación, existe la posibilidad de 

que su función sea la de mantener los porcentajes de motilidad y viabilidad espermática dentro 

de los rangos normales. Podría entonces inferirse para esta proteína la posibilidad de que 
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ejerza una doble función en el espermatozoide, por un lado actuar como un factor de 

antimotilidad y por el otro como un factor de capacitación del espermatozoide.  

De otra parte cabe resaltar que de los puntos considerados posiblemente como proteína 

clusterina, A4609, A2703, A3608 y A6601, solamente dos se presentaron en la raza CB (puntos 

de proteína A2703 y A3608).  

Esta respuesta nos puede estar indicando, como se planteó anteriormente, que los puntos de 

proteína A4609, A4608, A5605, A4611 y A6601, posiblemente estarían brindándole al 

espermatozoide del toro SM alguna protección que lo hace de mejor calidad que el 

espermatozoide de la raza CB.  

Como se ha comentado, en el toro SM, los puntos de proteína considerados posiblemente 

como clusterinas fueron la A4609, A2703, A3608 y A6601 y para el C la A2703 y A3608 con 

frecuencias de presentación bajas para las dos razas. Los resultados sugieren que la calidad 

espermática tanto en SM como en CB no requiere de la acción de estas proteínas. Las 

clusterinas tienen que ver con la aglutinación de los espermatozoides anormales 

(Reyes.Moreno et al., 2002).  

La concentración de la proteína A4113 fue mayor en toros CB que en toros SM (11.77% 

vs.1.62% respectivamente, p<.001); como se referenció anteriormente, esta proteína se 

correlaciona negativamente con concentración y motilidad espermática del semen de toros CB.  

De igual forma, la concentración de la proteína A4119 fue mayor en el plasma seminal de toros 

de la raza CB que en toros de la raza SM (15.512% vs.6.66%, respectivamente, p<.001); esto 

sugiere de alguna forma que la diferencia de participación proteica y asociación estarían 

explicando la posible mejor eficiencia reproductiva del toro SM y hace suponer que la proteína 

A4119 en concentraciones menores puede estar actuando en forma positiva con la calidad 

espermática como lo demuestran los resultados con viabilidad espermática descritos 

anteriormente en toros SM; por otra parte, no hay que desconocer la acción de antimotilidad de 

la A4113 que podría estar ejerciendo como control o como efecto que incida en la calidad 

espermática. 

Las respuestas de estas dos proteínas de mayor concentración proteica en el CB estarían 

jugando un papel importante que podría estar explicando la asociación inversa de las variables 

tratadas en el apartado de resultados.  
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Un dato importante a resaltar, es el hecho de que la concentración del punto de proteína A3218 

(PM 16.24 y pI 4.94) tiene un mayor valor en toros SM que en toros CB (17.1% vs. 13.4% 

respectivamente p<0.05) al igual que la proteína A2301 (PM 16.74 y pI 4.78) presentó mayor 

valor en la raza SM (19.22 y 8.72%, respectivamente) (p<.0001).  

Como se sugirió anteriormente, es posible que estas proteínas formen parte de las BSP-A1/-

A2, que como se sabe son importantes en el proceso de fecundación (Souza et al., 2008), por 

lo que se podría sugerir la posibilidad de que pudieran inferir positivamente sobre los índices de 

fecundación de los toros de la raza SM. La concentración del punto de proteína A2001, que 

también integra las BSP, no mostro diferencias significativas entre razas.  

Con respecto a la proteína A7311 en toros CB y SM, se observa una mayor concentración 

(4.10 y 3.89, respectivamente) y una menor presentación (4 y 18, respectivamente); al 

respecto, es conveniente adelantar más estudios con el ánimo de encontrar la función que 

pueda ejercer esta proteína.  

VII.2.4. CALIDAD ESPERMÁTICA Y SU RELACIÓN CON CLUSTER DE PROTEÍNAS DEL 
PLASMA SEMINAL.  

En este apartado el análisis que se realiza es de evaluación en grupos o cluster de proteínas 

del plasma seminal mediante diferentes tipos de modelos. Este tipo de análisis no ha sido 

reportado en la literatura consultada y permite con mejor precisión demostrar que la 

participación de las proteínas no es independiente. 

VII.2.4.1. Volumen seminal. 

Época: El volumen seminal del toro SM es afectado significativamente (p<.0001) por la época 

seca el cual es de 9.36 ± 1.97 ml, mientras que es de 6.12 ± 2.49 ml para la época lluviosa; 

respuesta similar a los trabajos reportados por Velásquez et al. (1999) en la misma raza y bajo 

las mismas condiciones; este volumen es superior al reportado por Jiménez et al. (1996), 4.7 ml 

en la misma raza, posiblemente debido al uso de los nuevos equipos que permiten un mejor 

control de los impulsos o el del manejo animal y un mejor drenaje.  

Los cambios en el volumen seminal obtenidos por efecto de la época no se explican en forma 

independiente, ni en la época de lluvias ni en la época seca, por acción de los puntos de 

proteína seleccionados. Sin embargo cuando el análisis se realiza en forma general, es clara la 

participación en forma significativa del grupo de puntos de proteína A2301 con peso molecular 
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16.74 kDa y punto isoeléctrico 4.78 en forma directa, y de A4113 en forma inversa (15.37 kDa y 

pI 5.38).  

El punto de proteína A2301, como se anotaba anteriormente, probablemente se enmarca en las 

BSP y por su posición posiblemente podría ser una BSP- A1/A2 (Kelly et al.,2006); cuando se 

visualiza a nivel de concentraciones por épocas, se evidencia una menor concentración de este 

punto de proteína en la época seca al ser comparada con la lluviosa (11.840 y 19.200, 

respectivamente), en forma altamente significativa (p<.0001) indicándonos una posible acción 

específica por efecto de la variación climática en estas proteínas, que podrían estar 

estimulando la producción de fluidos seminales.  

El punto de proteína A4113, que marcó una gran asociación inversa con la concentración 

espermática en el modelo general, pero cuya concentración fue superior en la época seca, a 

diferencia de la A2301, nos hace suponer que este efecto inverso podría ser un efecto 

modulador de esta proteína. En este sentido, es posible que estas proteínas en forma grupal 

desempeñen un rol importante sobre el volumen seminal según la fórmula indicada. 

Volumen seminal = 6.6864 ï (A4113x0.99536) + (A2301x0.22223). 

A pesar de ello, hay que resaltar que en estos modelos no se deben ignorar los puntos de 

proteína que no fueron significativos (A4119, A507, A5006, A1407 y A2001) ya que en algna 

medida están contribuyendo en la respuesta del modelo, puesto que la acción detectada es, 

como hemos dicho, grupal.  

Por otra parte, hay que considerar que los cambios por efecto de la época están ligados a las 

diferencias obtenidas en temperatura y humedad relativa que se enmarcan en el índice de 

temperatura-humedad (ITH)  

Raza: En la comparación del volumen seminal del toro SM con la raza CB se observan 

diferencias significativas (9,36 ± 1.97 y 6.12 ± 2,49 ml, respectivamente), información similar a 

la obtenida por Obando (1999); sin embargo, hay un efecto del muestreo (p<.05) que aunque 

son similares, marcan diferencias estadísticas; este comportamiento puede ser debido al 

mismo tipo de procedimiento o a factores fisiológicos de drenaje que alteran el volumen 

seminal.  
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En términos generales se observa mejor eficiencia del ganado SM que del C, lo que explica 

cómo esta raza, a través de los años, ha sufrido cambios que hacen que sea eficiente bajo las 

condiciones del trópico bajo Colombiano. 

Cuando se analizan los posibles puntos de proteína del plasma seminal que pudieran estar 

afectando el volumen seminal, vemos cómo a pesar de existir diferencia entre raza, en uno de 

los modelos, evaluados a nivel general, el punto de proteína A 4119 de peso molecular 15.46 

kDa y punto isoeléctrico 5.15 marca diferencia significancia (p<.05) sobre su comportamiento 

en forma inversa a pesar de la baja fortaleza en el modelo (R2=0.49) que limita su capacidad de 

predicción sobre el volumen seminal.  

En este mismo sentido, a nivel general, cuando se evalúan las correlaciones parciales 

puntuales, observamos asociaciones inversas en forma altamente significativa (p<.0001) de los 

puntos de proteína A4113 (PM 15.37 y pI 5.38), con un coeficiente de correlación de r =-0.57, y 

A4119 (PM 15.46 y pI 5.15) con un coeficiente de correlación de r=-0.54 y el punto de proteína 

A2301 (PM 16.74 y pI 4.78) que presenta una asociación directa en forma significativa (p<.05, 

r=0.45) con el volumen seminal.  

A pesar de la baja fortaleza de los modelos a nivel general en los toros SM y CB, los puntos de 

proteína A4119 (6.664 y 15.512, respectivamente) y A4113 (1.623 y 11.774, respectivamente) 

presentan menores concentraciones; con esta confianza, a nivel general y apoyándonos en los 

promedios de concentración proteica de cada punto de proteína en cada una de las razas, y en 

la repuesta obtenida de la producción de volumen seminal, podríamos suponer que la A4119 y 

A4113 con PM y pI muy cercanos, podrian estar jugando un papel importante a nivel de 

glándulas accesorias que permiten definir el volumen seminal.  

Por el contrario el punto de proteína A2301, con gran semejanza por su posición con una 

posible BSP-A1/A2 (Kelly et al. ,2006), señala una concentración proteica superior en los toros 

SM que en CB (19.200 vs.8.718), lo que nos indicaría que este punto de proteína estaría 

asociada en forma directa en el ganado SM con la cantidad del volumen seminal. La acción 

posible de la BSP-A1/A2 podría ser de estimulación de fluidos seminales a nivel de vesículas 

seminales.  

El análisis por raza también señala para la SM influencia directa del punto de proteína A4704 

(PM 66.20 y pI 5.60) en forma significativa (p<0.05); es de anotar que la fortaleza del modelo 

(R2=0.5) limita la predicción de este punto de proteína sobre el volumen seminal, sin embargo, 
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cuando se observa sus concentraciones en forma comparativa con el CB, se tienen valores 

menores (1.549 para SM y 2.846 para CB).  

Bajo estos términos podríamos decir que estas concentraciones de proteína pueden ser 

propios de cada raza o que su incremento influye sobre la producción del volumen seminal; al 

revisar esta proposición se observa que se asemeja a una fosfolipasa A2 (PLA-2), pero al 

revisar su actividad no la relacionan con el volumen seminal (Miller y Winer, 1990, Riffo et al., 

1997, Kelly et al., 2006).  

Para la raza CB se detecto el punto de proteína A3218 (PM 16.24 y pI 4.94) con influencia 

inversa y significativa (p<.05) en el volumen seminal bajo un modelo de predicción medio (Pr>F 

0.026 R2=0.43), respuesta similar a la obtenida por correlaciones parciales; este punto de 

proteína podría ser similar a una BSP A1-A2 por su posición reportada por Kelly et al. (2006). 

Esta respuesta y la de comportamiento en la época, hacen suponer que la participación de los 

puntos de proteína que expliquen el comportamiento del volumen espermático en el toro SM y 

CB posiblemente estaría comprometiendo a las BSPA1-A2 pues no se encuentra diferencia 

entre sus concentraciones (17.250 y 17.260, respectivamente); esta participación debería ser 

analizada más a fondo, puesto que la literatura no reporta acciones similares.  

En cuanto al punto de proteína A4704, que podría estar involucrada en el comportamiento del 

volumen seminal, su concentración es mayor en la Raza SM que en la CB (1.549 y 1.044, 

respectivamente), lo que hace suponer que este punto de proteína podría estar desempeñando 

un papel importante en la raza SM.  

Las proteínas que se encontraron y que intervienen en la posible explicación del 

comportamiento del volumen seminal al considerar la época y la raza se enmarcan en 

proteínas como posibles BSP A1- A2, una proteína que se correlaciona en forma altamente 

significativa con la concentración espermática y a una proteína identificada como A4704 similar 

a una fosfolipasa A2. En estos términos se podría inferir que la participación de estos puntos de 

proteína es indirecta, y que por su acción propia a nivel de vesículas estimulen la secreción de 

líquidos seminales. Por otra parte, los valores obtenidos por efecto del clima pueden estar 

soportados por descompensación hídrica en la época seca.  
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VII.2.4.2. Concentración espermática. 

Época: La concentración espermática ha sido una de las características que más sobresale en 

la raza SM. Los resultados promedios señalan valores para la época lluviosa de 996.38 ± 

122.18 x106 epz/ml y seca de 1.083 ± 182 x106 epz/ml, sin diferencias significativas; resultados 

superiores a los reportados por Jiménez et al. (1996, 800.00x106 epz/ml) en toros SM. Esta 

respuesta, a pesar de no mostrar diferencia significativa, pero sí una concentración mayor en la 

época seca, hace suponer que su incremento puede ser debido a la disminución del fluido 

seminal posiblemente por descompensación hídrica en esta época. 

La explicación del comportamiento de la concentración espermática mediante los cambios 

observados en el perfil proteico en el modelo de regresión polinomial señalan a un grupo de 

proteínas que intervienen en forma significativa (A4113, A2301 como posible BSP A1 y A5006 

y A7304, con pesos moleculares 15.37, 16.74, 14.91 y 23.24 kDa y puntos isoeléctricos 5.38, 

4.78, 5.87 y 6.24, respectivamente); de esta forma se puede interpretar la participación de los 

puntos de proteínas con los valores estimados en forma predictiva del modelo de regresión 

polinomial (Pr>F 0.034, R2=0.4485) así: 

Concentración = 1055.50x106 ï (A4113x3.6034) ï (A2301x8.59601) + (A5006x12.0160) + 

(A7304x42.6684). 

En este modelo se observa una gran influencia de la proteína A7304 en los cambios de 

comportamiento de la concentración.  

Es de anotar que, aunque los puntos de proteína A4119, A507, A1407 y A2001, dentro del 

modelo, no indicaron cambios significativos, no quiere decir que no tengan algún nivel de 

participación. 

Por otra parte, al revisar los modelos de análisis se observa que mediante el procedimiento 

STEPWISE, el punto de proteína A5006 (peso molecular 14.91 kDa y punto isoeléctrico 5.87), 

junto a la A7304 y a la A1407 (posibles BSP A30), en forma significativa y con gran influencia 

de sus valores estimados, podrían estar explicando los cambios en la concentración 

espermática. Lo importante en este grupo de puntos de proteínas es la gran significancia del 

modelo y su coeficiente de determinación (Pr>F 0.0013 y el R2=0.9476), bajo el siguiente 

modelo: 

Concentración = 1204,084 ï (A5006x246,80254) + (A7304x32,66844) ï (A1407x116,61404) 
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En este sentido, se puede señalar que la acción integrada de proteínas en diferentes arreglos 

podría estar explicando el comportamiento de la concentración espermática; en primer lugar, el 

punto de proteína A4113 con acción inversa.  

Es posible, como se anotaba anteriormente, que esta proteína esté jugando un papel 

modulador importante en la producción de espermatozoides por el testículo o que sea un factor 

indicador de baja eficiencia.  

Las proteínas A2301 y A1407, con acción inversa como posibles BSP-A1 y BSP 30, son 

secretadas por la vesícula seminal y estarían posiblemente participando a nivel de dicha 

vesícula seminal en el estímulo de secreción del fluido, el cual influye en la concentración 

espermática por efecto de dilución.  

La proteína A7304 en el modelo de regresión múltiple y en el procedimiento de STEPWISE 

presenta una gran influencia directa si consideramos el valor estimado para la predicción; lo 

que sugiere que esta proteína podría estar desempeñando una labor importante en la 

producción de espermatozoides.  

El punto de proteína A5006, que tiene un peso molecular de 14.91 y un punto isoeléctrico de 

5.87, con una significancia cercana al 5% en el modelo de regresión polinomial (Pr>F 0.0640) y 

con alta significación en el procedimiento de STEPWISE (Pr>F 0.0022), podría considerarse 

como importante en el comportamiento inverso sobre la concentración espermática.  

Un punto de proteína que también podría considerarse sería la A 3011, que como se anotó 

anteriormente podría desempeñar un papel importante en el funcionamiento del 

espermatozoide durante el periodo climático y se ubicarpia por su posición, como semejante a 

una aSFP. Otro punto relevante es que estas acciones generalmente están dadas en forma 

grupal; su posible acción pudiera ser estimuladora de las vesículas seminales que influirían 

indirectamente con la concentración espermática por efectos de dilución. 

Finalmente, aunque no existió diferencia significativa entre época, destaca el análisis 

independiente en donde en la época de lluvias se observa, como el punto de proteína A2001 

(posible BSP- A3) podría tener influencia sobre la concentración espermática por el efecto 

mencionado anteriormente de dilución. De igual manera ocurriría para la época seca con el 

punto de proteína A2301, definida como una posible BSP A1. Esto llevaría a pensar en una 

acción de la variación climática sobre la actividad de las BSP. 
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Raza: La concentración espermática promedio del toro SM es superior a la del toro CB (996.38 

± 122.18 y 682.57 ± 185.29 x106 epz/ml, respectivamente), resultados similares a los obtenidos 

por Obando (1999). Esta es una de las características de esta raza bovina criolla, 

complementada por su poca variabilidad en el tiempo durante una misma época, situación que 

no es similar a la raza bovina CB, como se observa en los resultados descritos en este estudio. 

Esta respuesta resalta la gran estabilidad en cuanto a producción espermática del toro SM.  

Al analizar los modelos descritos en el apartado de resultados en este mismo tema, se observa 

la participación a nivel general de 3 proteínas A5101, A4113 y A4704 como posible PLA-2 que 

prevalecen en toros de alta fecundación (Moura et al., 2006). Lo que llama la atención es la 

significancia del modelo (Pr> F 0.0312 y el R2=0.9287).  

La proteína A5101 señala una acción directa y un nivel de significancia (p<.05) con gran 

influencia en el modelo si observamos su valor estimado (87.76). La proteína A4113 muestra su 

participación inversa como se había denotado anteriormente, y la proteína A4704, presenta un 

nivel de significancia de superior al 95%, una acción directa y un nivel de influencia del modelo 

bastante considerable como lo señala su valor estimado. En este sentido, se puede definir con 

base al comportamiento de las concentraciones espermáticas obtenidas entre la raza SM y CB 

que las proteínas A5101 y A4704 podrían estar asociadas en forma directa, y el punto de 

proteína A4113 en forma indirecta, con concentración espermática. En términos generales la 

participación de estas proteínas quedaría orientada así: 

Concentración espermática = 383.54 + (A5101x87.76) ï (A4113x55.69) + (A4704x242.82) 

A pesar de la significación del modelo anterior, no se puede ignorar a las proteínas A2001, 

A4119, A3218, A2301, A6310, A409, A1407 y A507, que no presentaron significancia al nivel 

definido, pues éstas de alguna forma intervienen en el modelo.  

De estas proteínas, al procesarlas por el procedimiento de análisis de componentes principales 

y correr el procedimiento de STEPWISE, se señala nuevamente el punto de proteína A4113, lo 

que sugiere que este punto de proteína posiblemente juega un gran papel modulador en la 

producción de espermatozoides en el testículo o, por el contrario, es indicativa de baja 

producción. 

Al considerar la respuesta de diferencia de medias y el análisis de raza específicamente, se 

observa cómo la proteína A5101 interviene directamente en el comportamiento de la 
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concentración espermática en la raza SM y la A4704 lo hace de igual forma en la raza CB; aquí 

aparece otro punto de proteína, la A6310 de peso molecular 26.10 y punto isoeléctrico 5.65, 

que posiblemente también esté explicando en forma inversa junto al punto de proteína A4704, 

el comportamiento de la concentración espermática en la raza CB como lo demuestra la 

sensibilidad del modelo (Pr>F 0.0005 y R2=0.99). Por su posición, se puede relacionar a la 

A4704 con una fosfolipasa A2 (PLA-2), que está relacionada positivamente con la fecundación, 

o con una albúmina, la cual tiene actividad sobre los procesos de capacitación y con posibles 

toros de alta fecundación, y a la A6310 con la BSP-30 que está asociada con la fecundación; 

en este sentido, se supone que estos puntos de proteína estarían jugando un papel importante, 

en donde la concentración espermática participa en la definición de la calidad seminal  

VII.2.4.3. Motilidad. 

Época: La motilidad espermática en la mayoría de las especies se adquiere durante su etapa 

de maduración a lo largo del epidídimo (Yanagimachi, 1981). El plasma seminal ejerce sobre 

los espermatozoides funciones que se refieren principalmente a nutrición, protección y 

regulación de la motilidad (Johnson et. al., 2000). 

Esta característica evaluada en el eyaculado para este estudio no mostró ningún cambio 

significativo (p>0.05) en el toro SM cuando se comparó entre época lluviosa y época seca 

(82.62 ± 3.75 y 76.90 ± 14.53%, respectivamente): esta particularidad, unida al comportamiento 

de la concentración espermática, muestra cómo esta raza, a través de los años, se ha 

adaptado a las variaciones climáticas del trópico bajo colombiano. Los resultados son algo 

superiores a los reportados por Turri et al. (2012) en toros Limousine (71.6%) bajo condiciones 

normales. 

En este sentido vemos en los resultados obtenidos de los diferentes modelos utilizados cómo, 

en la selección de proteínas inicial por ACP, que el punto de proteína A6307 está asociado al 

comportamiento de los cambios de motilidad espermática en forma significativa, pero con una 

gran debilidad del modelo Pr>F 0.0432 R2 = 0.23. Sin embargo, cuando el modelo es corrido 

con el total de proteínas seleccionadas sin considerar el ACP, el grupo de puntos de proteínas 

que pudiera explicar el comportamiento de la motilidad señala a la A2001, A7304 y al punto de 

proteína A6307, con un modelo que mejora su significancia y coeficiente de determinación 

Pr>F 0.0047 R2 0.99. Las respuestas obtenidas, como se indica en el apartado de resultados, 

nos hacen pensar que la proteína A6307 desempeña un gran papel en el comportamiento de la 
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motilidad pero requiere de las proteínas A2001, posible BSP A3, y A7304 para mejorar su 

actividad como lo señalan sus significancias y valores estimados. 

Raza: La comparación de la motilidad espermática entre la raza SM y CB (82.62 ± 3.75 y 79.19 

± 4.27%) señala cambios significativos (p<0.05). El modelo de regresión polinomial a nivel 

general presenta una probabilidad Pr> F 0.0785, muy cercana a la definida como significante. 

Sin embargo, los puntos de proteína A4113, A2301 y el punto de proteína A1407 mostraron 

cambios con diferencia significativa (p<0.05). Esta respuesta nos estaría indicando que estos 

puntos de proteína posiblemente estarían involucrados en la explicación a nivel general del 

comportamiento de la motilidad. Llama la atención entre estas proteínas la A1407, que es la 

que mayor valor estimado presenta, y por ende mayor influencia sobre la definición de la 

motilidad. Cuando este punto de proteína se evalúa en conjunto con las proteínas A5101, 

A4119 y A409 se observa que el modelo mejora su significancia Pr>F 0.0024 y su R2 = 1.00 

para la raza C. Resalta nuevamente la influencia de la proteína A1407 por su valor estimado y 

significancia en el grupo de proteínas que posiblemente para este caso estarían explicando, los 

cambios en motilidad del toro CB.  

VII.2.4.4. Viabilidad espermática 

Época: La viabilidad espermática es uno de los indicadores de importancia en la evaluación de 

la eficiencia reproductiva de un semental. En este estudio, la variación climática observada 

entre la época seca y lluviosa no muestra efecto significativo sobre la viabilidad espermática del 

toro criollo SM (75.57 ± 4.27 vs.69.48 ± 15.27). Los resultados de la época lluviosa son 

similares a los que reportan en condiciones normales Srivastava et al.(2012) en toros cruzados 

(75.17%) y Turri et al. (2012) en toros Limousine (77.2%).  

En viabilidad no es muy clara ni fuerte la participación de las proteínas seleccionadas en grupo; 

sin embargo, los resultados obtenidos en el modelo y analizados para regresión polinomial 

indican (Pr>F 0.0769, R2=0.62) que involucran como puntos de proteína significativos al A2301 

y al A1407 con gran influencia sobre el modelo, los que podrían estar identificados 

posiblemente por su posición como de la familia BSP, más exactamente BSP-A1 y BSP 30 

kDa, respectivamente. Estas proteínas, que en principio tienen actividad sobre la capacitación y 

los cambios en la membrana plasmática (Manjunath et al., 2007), tendrían también 

responsabilidad sobre la viabilidad, como lo señalan los resultados obtenidos en este estudio.  

Viabilidad = 44.76 + (A2301 * 0.1165) + (A1407 * 7.0209) 



Discusión  

  248  

 

Raza: Cuando se compara la raza bovina SM con la raza CB, en términos de porcentaje de 

viabilidad espermática (75.57 ± 4.27 y 74.33 ± 3.92%, respectivamente), no se observa 

cambios significativos ni entre raza ni entre muestreos ni en su interacción. Esto nos lleva a 

pensar que la respuesta de esta variable tan importante nos estaría indicando que estas razas 

responden similarmente bajo las condiciones del trópico bajo colombiano.  

Cuando analizamos la participación de las proteínas del plasma seminal sobre la viabilidad 

espermática de las razas SM y CB, bajo el modelo de regresión polinomial, podemos predecir 

que la participación del grupo de puntos de proteínas en forma significativa (A4113, A2301 

como posible BSP-A1, y A6310), podría explicar el comportamiento de la viabilidad espermática 

junto al grupo de proteínas del modelo que, aunque no fueron significativas (p>0.05), participan 

de alguna manera. Con este conjunto de puntos de proteína podemos resaltar la significancia 

lograda (Pr>F 0.0317 R2 = 0.93). En términos generales la expresión significante estaría dada 

principalmente por: 

Viabilidad = 82.32 ï (A4113x0.79) ï (A2301x0.35) ï (A6310x2.94) 

La respuesta es validada cuando se analiza por el método de STEPWISE, que ratifica a estos 

tres puntos de proteínas como posibles participantes del comportamiento de la viabilidad. 

A pesar de la no diferencia entre razas, se observa en los análisis de resultados que existen 

dos puntos de proteínas que podrían estar participando en forma independiente, tanto en la 

raza SM, el A4119, como en la CB, el A2001, definido por su posición como una posible BSP-

A3. 

El punto de proteína A4113 se asocia inversamente con la concentración espermática y la 

viabilidad, mientras que el punto A2301 se asocia con viabiabilidad. Si aceptamos que la A2301 

es una BSP A1/A2, estaríamos respaldando este resultado. El punto de proteína A6310 como 

se explicó anteriormente, tiene una posible participación en el comportamiento de la 

concentración espermática en la raza CB, y aquí en este análisis vemos que su participación es 

importante, si consideramos también que se observa su gran influencia sobre el 

comportamiento de la viabilidad en razón al valor estimado en el modelo. El punto de proteína 

A4119 es un punto de proteína que por su significancia en la evaluación individual y su 

participación a nivel de la raza SM, debe ser considerado como se describió anteriormente y 

finalmente la A2001 presenta una asociación inversa con viabilidad en la raza CB. 
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VII.2.4.5. Morfología espermática. 

Época: La valoración morfológica de los espermatozoides fijados, teñidos y determinados 

como normales en este estudio mostró como respuesta que, cuando evaluamos en forma 

comparativa el semen del toro SM en la época lluviosa con la época seca, no se diferencian 

cambios significativos (86.19 ± 6.67 vs.82.10 ± 6.56), al igual que lo que se obtuvo en 

viabilidad. Los resultados obtenidos son superiores a los reportados por Bucak et al. (2012, 

69,40%) y Mandal et al. (2010, 75.11%) en toros de origen europeo. Cuando se realizan 

análisis para evaluar la participación de proteínas del plasma seminal en la explicación de los 

porcentajes de espermatozoides normales, no se hace evidente ningún punto de proteína o 

grupo de proteínas de los estudiados con cambios fuertes que nos puedan apoyar este 

resultado. Sin embargo, se observa que el punto de proteína A4119 muestra significancia 

(p<0.05) pero con un r=-0.35. Esto sugiere que por su nivel de asociación tan bajo ésta no sería 

una proteína a considerar asociada a la morfología espermática. Así mismo, se debe 

considerar que los cambios de este tipo de variable tienen lugar más a nivel testicular y 

epididimal, por lo que se puede inferir que no hay efecto alguno de la proteína.  

Raza: El indicador de morfología, vista como porcentaje de espermatozoides normales entre el 

semen del toro SM y el CB (86.19 ± 6.67 y 82.05 ± 2.09%, respectivamante), no mostró 

diferencias significativas (p>.05), al igual que la obtenida cuando se efectuaron las 

comparaciones de viabilidad. En el análisis de los cambios de esta variable en las razas 

estudiadas, se observa la participación en forma significativa del punto de proteína A4119 a 

nivel general, pero desafortunadamente el modelo presenta gran debilidad por lo que su 

consideración no es viable. De igual forma sucede con el punto de proteína A4113, de peso 

molecular 15.37 kDa y punto isoeléctrico 5.38. 

Los resultados obtenidos de las variables anteriormente estudiadas indican que entre época la 

diferencia no demuestra cambios significativos para concentración motilidad, viabilidad y 

morfología, mientras que las comparaciones entre razas evidencian diferencias significativas 

para concentración y motilidad espermática. Estas diferencias están explicadas por las 

asociaciones de grupos de proteínas. 

VII.2.4.6. Índice de calidad espermática. 

Época: El índice propuesto integra los indicadores concentración, motilidad, viabilidad y 

morfología espermática para tener una mejor visión de la calidad espermatica de un eyaculado. 
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En este sentido se observa que el índice denominado como de calidad espermática con valores 

promedio de 0.54 ± 0.33 y 0.49 ± 0.17 no es afectado por efecto de la época en el toro criollo 

SM. Esta respuesta nos hace suponer que el toro criollo SM es una raza que se ha adaptado 

muy bien a las condiciones del trópico bajo colombiano y que la variación climática no influye 

sobre indicadores de salida como lo es el índice de calidad espermática.  

La explicación del comportamiento del índice de calidad espermática indagada desde la 

composición proteica del plasma seminal indica que el grupo de puntos de proteínas con 

cambios significativos (p<0.05) está dado por los puntos de proteína A4113, A4119 y A2001 

que por su posición podríamos posiblemente definirla como BSPA-3 y A6307. Es de anotar que 

las proteínas A2301 y A1407 carecen de significancia (p>.05) pero que al integrarlas con los 

puntos de proteína que mostraron cambios significantes se soporta todo el modelo (Pr>F 0.015, 

R2 0.67). 

Los análisis de correlación parcial indican asociaciones significantes (p<0.05), pero con 

coeficientes inferiores a 0.39 de los puntos de proteína A5006 y A7304. La asociación de estos 

puntos de proteína tan bajos no amerita su consideración.  

Con respecto al grupo de proteínas que estarían explicando el comportamiento del índice de 

calidad espermática podemos decir que el punto de proteína A4113 es un punto proteína que 

en este estudio mostró una gran asociación con la concentración espermática, variable que 

hace parte de este índice. El punto de proteína A4119 es un punto que se asocia bien con 

viabilidad y su participación se ve reflejada en el índice de calidad en forma significativa. El 

punto de proteína A2001 está definido como posiblemente una BSP, más exactamente una 

BSP A3. El punto de proteína A6307 es un punto que en el modelo muestra gran influencia si 

observamos su valor estimado y podría estar desempeñando un papel importante en el 

comportamiento de alguna de las variables que integran el índice de calidad como puede ser el 

caso de motilidad. 

Raza: Cuando comparamos el índice de calidad espermática del ganado SM con el CB (0.54 ± 

0,33 y 0.33 ± 0.09, respectivamente) se observa un efecto de la raza altamente significativo 

(p<.0001). Además se observaron cambios significativos para la interacción repetición con 

raza, la cual está dada por la variación de la respuesta en el tiempo de muestreo en la raza CB, 

pero sus valores son inferiores a la raza SM en forma significativa (p<.05). Estas respuestas 

señalan el mejor comportamiento del toro SM.  
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El índice de calidad espermático cuando es explicado por los cambios de las proteínas del 

plasma seminal, sugiere especialmente, desde el análisis de resultados a nivel general entre la 

raza SM y CB, la participación del punto de proteína A4113 en forma significativa (p<0.05). 

Este punto está asociado con concentración espermática, motilidad y morfología, que son 

variables que integra el índice, y a nivel de raza SM el grupo de proteínas A2001, que por su 

posición puede ser una BSP-A3, A3218 como posible BSP-A2 y A4704, como posible PLA-2, 

podrían explicar el comportamiento del índice de calidad espermática con una excelente 

definición (Pr>F 0.0014 y R2 = 0.99). Para la raza CB, el análisis de correlación parcial 

considera los puntos de proteína A2001 (p<0.05; r = -0.87) y el A2301 (p=0.0591; r = 0.73). 

VII.2.4.7. Producción de espermatozoides congelables (número de pajillas congeladas) 

ÉPOCA 

El indicador de producción de espermatozoides congelables visto desde el número de pajillas 

congeladas a 30 x 106 de espermatozoides/ pajilla, que involucra el volumen, nos estaría 

mostrando la eficiencia de los toros reproductores examinados desde su calidad post-

descongelación. En este sentido, los toros de raza criolla SM evaluados en este estudio 

señalan cambios significativos (p<0.05) por efecto de la época en producción de pajillas 

congelables (166.06 ± 35.54 vs.101.1 ± 57.6). Para la discusión es importante resaltar que en 

las variables concentración, motilidad, viabilidad, morfología e índice de calidad espermática, 

no se observaron diferencias entre épocas, mientras que la variable volumen, sí señaló 

cambios significativos. Sin embargo, cuando en el análisis no se considera el volumen total, 

sino la unidad (mL), los resultados indican que no hay efecto de la época (p>0,05). En este 

sentido podemos considerar al volumen como el indicador que en mayor parte explica el 

cambio significativo de la producción de pajillas congelables, más no la calidad espermática.  

La participación de las proteínas del plasma seminal para explicar este indicador de producción 

espermática a nivel general involucra al punto de proteína A1407, en forma significativa 

(p<0.05). Esta proteína muestra un comportamiento de gran influencia en el modelo cuando se 

analiza en forma grupal con otras proteínas que no mostraron significancia (p>0.05), pero que 

le dan fortaleza al modelo (Pr>F 0.0286, R2=0.70). Cuando este punto de proteína se evalúa en 

forma individual, su fortaleza se debilita como lo indica el modelo analizado en los resultados 

(Pr>F 0.0265 R2 0.26). Una vez más, este hecho nos lleva a definir que las acciones de las 

proteínas se realizan en forma grupal. Por otra parte, cuando se analiza en la época de lluvias, 
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se resalta en forma significativa (p<.05) el punto de proteína A5101 con gran influencia en la 

definición del modelo (Pr>F 0.041, R2=0.99), lo que sugiere que este punto de proteína 

posiblemente estaría desempeñando un gran papel en este indicador de producción 

espermática, desde la variable volumen.  

Finalmente, cuando se hacen análisis puntuales de correlación parcial se puede vincular los 

puntos de proteína A7304 con asociaciones con producción espermática congelable (r= 0.42, 

p<.05) a nivel general y para la raza SM (r=0.55, p<.05) y al punto de proteína A6307 

igualmente con la producción espermática congelable (r=0.41, p<0.05) a nivel general.  

Raza: La producción de espermatozoides congelables es bien diferenciada (p<.001) cuando se 

compara entre las razas SM y CB (166.06 ± 35.54 y 71.37 ± 31.59, respectivamente). Los 

resultados obtenidos nos indican una mejor capacidad de respuesta de la raza SM bajo las 

condiciones del trópico bajo colombiano, lo que nos confirma que esta raza, desde su 

introducción a estas regiones, ha venido sufriendo cambios que la colocan ahora como una 

raza adaptada a pesar de ser de origen europeo. En el análisis, además, se observa efecto de 

la interacción entre repeticiones en forma significativa. En este sentido la influencia está dada 

en la segunda repetición, posiblemente por acción de las derivaciones realizadas para sacar 

esta variable desde el volumen, concentración, motilidad viabilidad y morfología.  

Los modelos de análisis evaluados muestran los puntos de proteína A4113 y A4704 como 

posible PLA-2 con cambios significativos a nivel general a pesar de la diferencia existente entre 

razas. Cuando analizamos a nivel de raza, observamos únicamente para la raza C influencia 

significativa (p<0.05) de los puntos de proteína A4704 y A6310. Los puntos de proteína A4113 

determinada a nivel general, como se explicó anteriormente están asociados con concentración 

espermática, mas por el lado de la dilución, pero que puede desempeñar un gran papel en el 

comportamiento de salida de la respuesta.  

El punto de proteína A4704 es un punto de proteína que por su significancia e influencia sobre 

el modelo podría estar jugando un papel importante en la definición de los espermatozoides 

congelables y finalmente el punto de proteína A6310, por su participación en la explicación del 

comportamiento de la concentración y viabilidad, como se anotó anteriormente, estaría 

posiblemente jugando un importante papel en el resultado de los espermatozoides congelables. 

Lo importante de estas definiciones es que su fortaleza de acción se da cuando se evalúan en 

forma grupal. 
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VII.2.5. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES DE CALIDAD ESPERMÁTICA DE 
SEMEN POST-DESCONGELADO ASOCIADAS A LAS PROTEÍNAS DEL PLASMA 
SEMINAL DEL GANADO SAN MARTINERO EN ÉPOCA SECA Y LLUVIOSA Y POR 
EFECTO DE LA RAZA AL COMPARARLA CON EL CEBÚ BRAHMAN.  

VII.2.5.1. Motilidad espermática post-descongelación. 

La evaluación de la motilidad, tanto de semen fresco como post-descongelado, se realizó bajo 

el mismo criterio. En este sentido observamos que estos cambios de fresco a post-

descongelado son altamente significativos. Se observaron cambios en los valores de motilidad 

del semen fresco y el semen post-descongelado, tanto en la época lluviosa (82.62 ± 3.75 y 

41.49 ± 5.43%, respectivamente), como en la seca (76.90 ± 14.53 y 39,14 ± 4.79%, 

respectivamente) en el ganado SM. La diferencia entre los dos estados de congelación superó 

el 35%. 

Época: Los cambios observados en motilidad de espermatozoides post-descogelados no son 

significativos por efecto de la época (p>0.05). Esta respuesta es similar a los resultados 

obtenidos en la evaluación del semen en fresco, en donde tampoco se observaron cambios 

significativos por efecto de la época. Esto sugiere que el semen de San Martinero debe tener 

una batería de sustancia que le permiten mantener los porcentajes de motilidad entre época 

tanto en el semen fresco como en el congelado. De la literatura revisada no se registró 

información similar.  

Esta variable de porcentaje de motilidad no pudo ser explicada desde las proteínas del plasma 

seminal de forma consistente. Sin embargo, se observa un nivel de asociación aunque bajo, del 

punto de proteína A507. Por otra parte, aunque la literatura consultada no lo reporta, esta 

proteína posiblemente podría estar induciendo procesos de fosforilización para que se 

incremente la motilidad, pero como se anotó anteriormente su nivel de asociación es tan bajo 

que podría determinarse ñsin efecto definidoò.  

Raza: Cuando evaluamos el porcentaje de motilidad post-descongelación entre la raza SM y la 

raza CB (41.49 ± 5.43 y 35.66 ± 4.93%, respectivamente), se observan diferencias 

significativas (p<.05), posiblemente reflejadas por la mejor calidad del semen SM en fresco, lo 

que le permitiría superar de mejor manera el proceso de criopreservación.  

La explicación mediante proteínas del plasma seminal del comportamiento de la motilidad en 

las razas SM y CB podría ser vista desde algunas asociaciones puntuales obtenidas mediante 

el análisis por correlaciones parciales. En este sentido, se observa que la proteína A4113 en 
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forma inversa, estarían asociada con la motilidad post-descongelación (p<.05; r=-0.41), al igual 

que la proteína A4119 (p<.05; r=-0.48) y, en forma directa, la proteína A2301, pero con un nivel 

de asociación bastante bajo (p<.05; r=0.32).  

Por otra parte, el punto de proteína A6310 se encontró en la raza SM asociado en forma directa 

con motilidad post-descongelación (p<0.05) en un modelo de fortaleza media (Pr>F 0.0075 y 

R2=0,57) y el punto de proteína A1407 (posible BSP-30) se encontró asociado en forma inversa 

con el porcentaje de motilidad del toro CB (p<.05; r=-0.55). El punto de proteína A4113 en los 

análisis en fresco está asociada a través un grupo de proteínas o en forma independiente con 

concentración, viabilidad y orfología. De igual manera la proteína A4119 presenta los mismos 

tipos de asociación con motilidad, viabilidad y morfología en fresco y la proteína A2301, con 

concentración, motilidad y viabilidad. Estas situaciones pueden en forma indirecta brindarle 

condiciones de calidad antes de la congelación al espermatozoide que le permitan soportar el 

proceso de criopreservación y expresar post-descongelación la motilidad espermática o 

posiblemente actúen a nivel de protección del esperma.  

Los puntos de proteína A6310, y sus asociaciones con concentración, viabilidad y morfología, y 

la A1407, con concentración, motilidad y viabilidad referidas anteriormente, podrían estar 

actuando como indicadores que contribuyan a la predicción de calidad espermática.  

VII.2.5.2. Viabilidad espermática post-descongelación. 

Época: La viabilidad espermática post-descongelación es uno de los indicadores importantes 

de calidad del semen. Los valores obtenidos en este estudio para el semen colectado y 

congelado en la época lluviosa y seca con respecto a la viabilidad en semen fresco (62.77 ± 

3.12 y 58.20 ± 4.34%, respectivamente) señalan diferencia significativa, contrario a lo que se 

encontró en semen fresco. Estos resultados muestran, en términos generales, respuesta de 

esta variable a los procesos de congelación cuando el semen es colectado en diferente época. 

Los hallazgos de viabilidad post-descongelación son similares a los reportados por Srivastava 

et al. (2012) en toros cruzados (60.33 ± 2.19%) y por Shojaei et al. (2012) en toros Holstein 

(60.6 ± 9.7%). 

La explicación revisada desde la proteómica señala a un solo punto de proteína (A507) a 

niveles significativos (p<.05) que pudiera estar explicando los comportamientos de la viabilidad 

espermática. Sin embargo hay tres proteínas muy cercanas a este nivel de significancia con un 

buen nivel de influencia sobre el modelo que en forma integrada con la A507, como posible 
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BSP-30 kDa, seguramente estarían explicando con un mayor nivel de confianza el 

comportamiento de esta variable de la calidad espermática por efecto de la variación climática. 

El grupo podría estar expresado así: 

Viabilidad = 59.80 ï (A5006x-4.50) + (A1407x20.74) + (A2001x2.04) ï (A507x14.29) 

Las proteínas que integran el modelo y no presentaron cambios significativos, la A4113 y 

A2301 como posible BSP-A1, estarían de alguna forma participando para darle fortaleza al 

modelo (Pr>F 0.045, R2=0.95). 

En la respuesta es de resaltar la influencia de definición de los cambios de viabilidad de los 

puntos de proteína A5006 y A1407, si consideramos su valor estimado. El punto de proteína 

A5006 es un punto de proteína no referenciado pero muy cercano al que sugieren Moura et al. 

(2007a) como BSP A1/A2. Lo mismo ocurre con los puntos de proteína A1407, como un posible 

BSP-30 y el punto de proteína A507, como posible BSP-30. Es posible que sea un reflejo de la 

calidad del espermatozoide en fresco, aunque estos puntos no se ha reportado hasta ahora 

que estén asociados con congelabilidad, por lo que este dato de nuestro estudio resulta de 

interés para futuras investigaciones. 

Raza: Cuando se compara la viabilidad espermática post-descongelación del toro SM con el 

CB, se ve un efecto fuerte de la raza en el comportamiento de esta variable (62.77 ± 3.12 y 

52.97 ± 6.10%, respectivamente). En este sentido, cuando se relacionan las proteínas del 

plasma seminal con este comportamiento se observa a nivel general que el punto de proteína 

A4119 podría estar explicando este comportamiento; aquí el punto de proteína A4113 estaría 

señalando el comportamiento de esta variable en la raza SM. Estas proteínas en fresco ya han 

sido asociadas con viabilidad y/o concentración y morfología en este estudio. Estas 

asociaciones posiblemente son las que le han permitido en fresco mantener o mejorar la 

calidad espermática, condición que le favorece a los espermatozoides en su proceso de 

congelación. 

VII.2.5.3. Morfología espermática post-descongelación. 

Época: Los porcentajes de espermatozoides normales post-descongelación, indicador de 

calidad espermática que para este estudio señaló cambios significativos por efecto de la época 

en toros SM (80.14 ± 4.17 y 75.43 ± 3.66%, respectivamente), posiblemente estén dados como 

respuesta a la sumatoria del comportamiento por época de las variables de calidad espermática 



Discusión  

  256  

 

en fresco que, a pesar de no ser significativas sí muestran un menor valor en la época seca. 

Esta situación puede verse agravada por el proceso de congelación que resalta esa 

disminución a términos significativos cuando se realiza la evaluación de calidad post-

descongelación.  

El efecto de la época indudablemente es resaltado en la evaluación de espermatozoides 

descongelados. Este efecto del cambio climático temporal por parte de la época seca pudiera 

ser explicado en forma significativa por los puntos de proteína A4113 y el A4119, que sumados 

a los puntos que no mostraron diferencias significativa A1407, A2001 y A507 definieron un 

modelo con gran fortaleza (Pr>F 0.0204, R2=0.8034). A pesar de no ser significativa se resalta 

la influencia en el modelo de la A1407 (posible BSP 30kDa) por el valor estimado que registra y 

que se define como significativo al ser analizada por STEPWISE. En este sentido la explicación 

principal de la morfología podría estar dado por:  

Morfología = 79.33 + (A4113x0.928) ï (A4119x0.372) ï (A1407x0.372) 

Los puntos de proteína A4113 y A4119 han mostrado en este estudio posibles asociaciones, en 

conjunto con otras proteínas, con viabilidad, morfología e índice de calidad espermática y/ o 

concentración en fresco. El punto A1407 incluido en este análisis señala una muy buena 

influencia sobre el modelo. Estas proteínas en conjunto contribuyen a justificar en parte el 

resultado obtenido post-descongelación en forma significativa como lo explicamos en la parte 

de viabilidad en fresco, en donde el mayor número de espermatozoides normales se 

encuentran en los eyaculados de la época de invierno. 

Raza: Cuando comparamos los porcentajes de espermatozoides normales entre las dos razas 

en estudio, vemos que no se presentó diferencia en este aspecto (80.14 ± 4.71 y 79.46 ± 3.01$, 

respectivamente), comportamiento que, explicado desde la proteómica, podría estar vinculando 

al punto de proteína A4704, como posible PLA-2, con una gran influencia sobre el modelo, en 

donde participan 5 puntos de proteína sin ningún peso significativo. Desafortunadamente, el 

modelo no es bien soportado por su coeficiente de determinación. Cuando el análisis se hace 

puntual por correlaciones parciales, se observa en este mismo punto de proteína una 

asociación media (r=-0.43, p<.05). En términos generales no se observa una proteína que 

explique en forma contundente el comportamiento de la variable en estudio. 
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VII.2.5.4. Índice de calidad espermática post-descongelación. 

Época: El índice de calidad espermática post-descongelación integra las variables de 

motilidad, morfología y viabilidad y es el verdadero reflejo de la calidad espermática. En este 

sentido vemos como el índice sí es afectado por la época seca, comportamiento que se podría 

explicar esde la proteómica por los puntos de proteína del plasma seminal A4113 y A1407, 

resaltando la significancia del modelo (Pr>F 0.01, R2=0.95). Para la época lluviosa destaca el 

punto de proteína A7304, en donde el modelo que lo soporta es altamente determinante (Pr>F 

0.036, R2=0.99).  

Raza: El índice de calidad espermática es afectado por la raza y su mejor expresión la 

observamos en raza SM (0.21 ± 0.09 y 0.15 ± 0.03, respectivamente). Los puntos de proteína 

del plasma seminal que posiblemente estén interviniendo en su explicación a nivel general son 

el A5101 y A4119 bajo un modelo no muy fuerte. Sin embargo, cuando se evalúan en forma 

puntual por coeficientes de correlación parciales observamos a nivel general que las 

asociaciones para A4113 y A 4119 son altamente significativas (r de -0.62 y -059, 

respectivamente) y algo menos para A4704 (posible PLA-2) (p<.05, r=-0.43) y para A2301 

(p<.05, r=0.35), como posible BSP-A1/A2. Estos tres puntos serían los que estarían explicando 

el comportamiento del índice de calidad espermática. Los comportamientos a nivel puntual en 

la raza SM, estarían explicados por la A6310 y para el CB por la A4113 y A1407.  

El punto de proteína A4113 en los análisis realizados in vivo señaló a nivel grupal posibles 

explicaciones del comportamiento de la concentración, viabilidad y morfología del 

espermatozoide en fresco. Esto nos llevaría a pensar que este punto de proteína señala 

compromiso con la explicación de la calidad espermática en fresco. Igualmente, el punto de 

proteína A1407, ligada en la explicación de motilidad y viabilidad en semen fresco, podría estar 

desempeñando un papel importante en la dilucidación de la eficiencia espermática en fresco. 

Estas dos proteínas en conjunto, como lo indica el modelo en el toro SM, posiblemente estarían 

explicando esta variable con respecto al efecto de la época a nivel general y el punto de 

proteína A7304, que se ha asociado con concentración y motilidad, podría estar contribuyendo 

con la explicación del índice de calidad post-descongelación a nivel de la época lluviosa para la 

raza SM. En términos generales, se considera un efecto más de protección antes del proceso 

de congelación espermática que influiría con los resultados obtenidos en post-descongelación. 

Por otra parte, si la consideración va más allá se puede vincular estas proteínas como de 

protección a los procesos de congelación. 
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El análisis puntual de correlaciones parciales nos indica nuevamente la participación a nivel 

general de la A4113 en forma altamente significativa, lo que nos corrobora su acción aquí. La 

A4119 analizada en este sentido señala una asociación media (r=-0.59) en forma altamente 

significativa y finalmente se observa la participación del punto de proteína A6310 ligada a la 

posible explicación del comportamiento de concentración, viabilidad y morfología en 

espermatozoides en fresco. Este punto de proteína está más asociado a la explicación del 

comportamiento del índice de calidad espermática en la raza SM y el punto de proteína A1407 

con la raza CB. Su participación en términos generales la consideramos en el mismo sentido de 

interpretación que las anteriores. 

VII.2.6. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES DEL PROCESO DE FIV ASOCIADAS A 
LAS PROTEINAS DEL PLASMA SEMINAL DEL GANADO SAN MARTINERO EN ÉPOCAS 
LLUVIOSA Y SECA COMPARADO CON CEBÚ BRAHMAN. 

VII.2.6.1. Porcentaje de fecundación (2PN). 

Época: El porcentaje de fecundación revisado desde la FIV del toro SM no demuestra 

diferencia significativa por efecto de la época lluviosa y seca. Estos resultados nos indican que 

los espermatozoides del toro SM producto del proceso de congelación en cada época, cuando 

son utilizados para FIV, no ven afectada su eficiencia. Los valores obtenidos para la época 

lluviosa y seca (65.30 ± 8.95 y 64.83 ± 9.35, respectivamente), son valores similares a los que 

registra en sus informes el laboratorio del CRIA (centro de reproducción integral animal CI La 

Libertad, Colombia). 

A pesar de no mostrar diferencia significativa entre época, en los análisis resalta la explicación 

de esta variable más en la época lluviosa por los puntos de proteína con cambios significativo; 

a continuación se presenta el modelo de predicción, sin desconocer la participación aunque no 

significante en este modelo del punto de proteína A7304.  

2PN = 74.05 ï (A4106x-2.94) + (A6307x1.462) ï (A3218x1.84) ï (A5101x6.034) ï 

(A3011x9.36) + (A4113x6.81) 

La gran fortaleza del modelo (Pr>F 0.0171, R2=0.999) nos lleva a pensar que la fecundación in 

vitro puede ser explicada posiblemente con mayor aproximación en la época lluviosa, por el 

comportamiento de los puntos de proteína definidos en la ecuación y que el punto de proteína 

A7304 podría estar explicando el comportamiento de esta variable en la época seca y a nivel 

general. 
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El punto de proteína A4106, por su nivel de influencia en el modelo podríamos suponer que 

tiene un papel fundamental en el comportamiento de la fecundación in vitro. El punto de 

proteína A6307 es un punto de proteína que se relacionó con motilidad en fresco y que se 

asoció con  

otras proteínas generando un modelo con gran definición. Esta condición contribuye a la mejor 

fecundación in vitro. El punto de proteína A3218, definido como una posible BSP ïA1/A2, 

pudiera estar actuando para prevenir la prematura reacción acrosómica del esperma (Therien 

et al., 2002). El punto de proteína A5101 tiene una gran influencia de definición en el modelo y 

es posible que esta proteína esté desempeñando un papel importante en la fecundación. El 

punto de proteína A3011 se ha definido como una posible aSFP. Esta proteína ha sido 

reportada con acciones de factor decapacitante del espermatozoide de los toros (Dòstolovà et 

al., 1994), previniendo la prematura capacitación y reacción acrosómica por lo que para que se 

produzca la FIV es necesario que se libere esta proteína de la membrana espermática. El punto 

de proteína A4113 es una proteína con buena influencia que considerada en grupo podría estar 

desempeñando un papel relevante en la fecundación. 

Raza: El porcentaje de fecundación in vitro de los espermatozoides de la raza SM es superior 

al de la raza CB (65.30 ± 8.95 y 57.95 ± 9.11%, respectivamente); esta gran diferencia en este 

indicador resalta el desempeño de calidad espermática de esta raza comparada con la CB bajo 

las condiciones del trópico bajo.  

Los puntos de proteína que pueden explicar este comportamiento en la raza CB con un buen 

nivel de significancia bajo un modelo de considerable fortaleza son los puntos de proteína 

A2001 (posible BSP-A3) y A4704 (posible PLA-2). Es de anotar que a pesar de no mostrar 

respuestas significantes bajo el criterio considerado no se debe desconocer la participación de 

los puntos de proteína que no mostraron significancia (A4113, A4119 y la A507).    

2PN = 65.22 ï (A2001*4.735) ï (A4704*6.486) ï (A409*7.975) 

El punto de proteína A2001, definida como una posible BSP-A3, contribuye con la preservación 

de la fecundación del semen del toro (Gwathmey et al., 2006) y podría estar desempeñando un 

papel importante en este comportamiento de la raza CB. El punto de proteína A4704 

posiblemente por su posición definida como una fosfolipasa A2 (PLA-2) está relacionada 

positivamente con la fecundación in vivo y participa en la interacción espermatozoide-ovocito 

siendo activada por la interacción espermatozoide-zona pelúcida (Miller y Winer 1990, Riffo et 
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al., 1997 y Kelly et al., 2006) y el punto de proteína A409, que en el modelo presenta una gran 

influencia si evaluamos el valor estimado, podría estar desempeñando un gran papel en los 

procesos de fertilización.  

El hecho de que esta proteína se correlacione negativamente con el porcentaje de 

espermatozoides mótiles del eyaculado sugiere la posibilidad de que esté ejerciendo una 

función de antimotilidad, que le permitirá al espermatozoide regularizar el gasto energético en 

su trayecto por el tracto reproductivo de la hembra en su camino al encuentro con el ovocito. 

VII.2.6.2. Blastocistos. 

Época: El efecto de la época de colección del espermatozoide del toro SM para su 

procesamiento de congelación y contribución en la FIV y desarrollo embrionario (medido como 

porcentaje de blastocistos) en este estudio, no presentó diferencias significativas (32.12 ± 7.75  

y 29.85 ± 6.66%, respectivamente). Los promedios obtenidos son similares a los reportados por 

Gómez et al. (2012), 35.4 ± 1,16% y por Ahuja et al. (2009) en ovocitos de vacas C. El 

comportamiento de los porcentajes de blastocistos por época en éste estudio, débilmente 

podría ser explicado por el punto de proteína A4119, si consideramos su nivel de asociación a 

nivel general (p<.05; r=-0.32). El punto de proteína A2001 (posible BSP-A3), expresado por el 

modelo de predicción STEPWISE (Pr>F 0.026, R2=0.99), podría estar explicando el 

comportamiento de esta variable en la época seca. 

Raza: La respuesta obtenida al comparar el porcentaje de blastocistos no muestra diferencias 

significativas si consideramos estrictamente los niveles establecidos para el Ŭ p<0.05, aunque, 

en este estudio el p obtenido estuvo muy cerca al establecido (p=0.0508). A este límite de 

significancia se observa que los promedios obtenidos de producción de embriones SM son 

superiores a los obtenidos en la raza CB (32.12 ± 7.75 y 25.35 ± 8.35%, respectivamente). 

Los resultados obtenidos definen al punto de proteína A409 como una posible proteína que 

explica en forma significativa a nivel general y para la raza CB, el comportamiento de 

producción de blastocistos, bajo un modelo significativo (Pr>F 0.0261, R2=0.75). Por otra parte 

se observa la participación del punto de proteína A4113, pero con un nivel de asociación muy 

bajo a nivel general (p<.05, r=-0.30). La respuesta de estas proteínas posiblemente son 

respuestas de efectos sobre la actividad espermática en fresco como se ha explicado 

anteriormente que le optimiza las condiciones para su proceso de fecundación y formación de 

embriones que alcanzan el nivel de blastocistos. 
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VII.2.7. COMPORTAMIENTO DE LA CONCENTRACIÓN DE LOS PUNTOS DE PROTEINAS 
SELECCIONADAS DEL PLASMA SEMINAL EN LA EPOCA LLUVIOSA, SECA Y POR RAZA 

Época: De los puntos de proteína seleccionados, es claro que los puntos A2301 definida como 

una posible BSPA1; A3011 definida como una posible aSFP y el A7304 exhibieron cambios 

significativos en su concentración por efecto de la época siendo menor en la época seca para 

la A2301 (posible BSP-A1) y A7304 y mayor para la A3011. Esto hace pensar que la variación 

climática temporal de lluvioso a seco influye en forma negativa o positiva en ciertos puntos de 

proteína como mecanismo de respuesta para mantener la eficiencia de la calidad espermática, 

como se describe en el apartado anterior. El punto de proteína A4119 es el que muestra una 

diferencia significativa entre la segunda y tercera repetición en el tiempo, efecto que puede 

estar generando algún ruido en su interpretación, más aun cuando se ve un efecto significativo 

de la interacción de la época con la repetición; de igual forma podemos señalar al punto de 

proteína A5006. 

Raza: Por otra parte, en la raza SM con respecto a la raza CB, la A2301, definida como una 

posible BSP-A1 presentó concentraciones proteicas superiores en forma significativa. De los 11 

puntos de proteína seleccionados los que mostraron mayor concentración que en el toro CB 

Brahman fueron A5101, A4113, A4119, A2301, A6310 y A4704 en forma significativa (p<.05). 

Esto nos lleva a suponer que la proteína BSP de mayor concentración en el toro SM estaría 

jugando un papel muy importante que lo hace diferente del toro CB en cuanto a eficiencia 

reproductiva. Por otra parte, la interacción raza repetición es clara en los puntos de proteína 

A4119 y A4704, que muestra la superioridad de los valores de concentración en la raza CB y 

prácticamente el efecto de la interacción en el punto de proteína está dado por la repetición 3, 

que no afectan las interpretaciones realizadas.  

VII.2.8. ASOCIACIÓN ENTRE PROTEÍNAS DEL PLASMA SEMINAL. 

En en el toro SM a nivel general, se puede sugerir a los puntos de proteína A7304-A6307 y 

A1407-A507 como los más próximos con coeficientes de correlación entre 0.64 y 0.65. Cuando 

consideramos la época vemos como estas dos asociaciones son las que más se aproximan en 

la época, lluviosa, junto a la asociación A5006-A3218 y en la época seca A2001-A505; A3011-

A5101; A4106-A6307; A4119-A3218 y A1407-A507. Estas asociaciones sugieren posiblemente 

comportamiento similar entre proteínas cuando se revisa desde la concentración proteica; sin 

embargo, las asociaciones no reflejan los resultados relacionados en este estudio, 

posiblemente por el tipo de análisis y selección de las variables. 
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VII.2.9. COMPORTAMIENTO DE VARIABLES DE CALIDAD DE ESPERMATOZOIDES PRE 
Y POST-CONGELADO Y DE PROTEÍNAS DE TOROS DE MAYOR Y MENOR PROMEDIO 
ASOCIADAS A LA FECUNDACIÓN IN VIVO. 

Una de las inquietudes de los investigadores es la generación de indicadores de alta 

confiabilidad para definir características que muestren las bondades o defectos de un semental; 

en este sentido, el análisis realizado entre los toros con mayor y menor expresión relacionados 

con su eficiencia reproductiva entre la misma raza SM y entre razas SM y CB, sugiere que las 

respuestas obtenidas dentro de la misma raza no dejan evidencia de puntos de proteína que 

expliquen en forma confiable la participación de proteínas entre los toros de mejor y menor 

promedio. Esta respuesta podría estar dada por la gran homogeneidad de los toros en el 

estudio. Por otra parte cuando los mejores toros SM se comparan con los toros de menor 

respuesta de la raza CB, resalta un punto de proteína que identifican las mayores 

concentraciones en los toros de mayor fecundación como lo es la A2301, de peso molecular 

16.74 kDa y punto isoeléctrico 4.78, identificada como una posible BSP A1, la cual está 

reportada como una proteína del componente del plasma seminal y secretada por las vesículas 

seminales que se adsorben a la superficie del espermatozoide en la eyaculación y tienen como 

función intervenir en la preservación de la fecundación del espermatozoide. Además de este 

punto, se observan 2 puntos que sobresalen significativamente en los toros seleccionados 

como de menor fecundación y son los puntos de proteína A4113 y el punto de proteína A4119. 

Esta respuesta podría ser interpretada como proteínas que están ligadas a la baja eficiencia de 

la fecundación o como proteínas que más se expresan a nivel general en la raza CB. Es 

importante señalar que en el toro SM la concentración de la A4119 fue menor que en el CB; sin 

embargo esta proteína se correlacionó en forma directa con viabilidad espermatica, respuesta 

que podría indicar que a bajas concentraciones juega un papel importante en la calidad 

espermática significativa y altamente significativa entre las razas. Con respecto a la época 

seca, en esta época, el mapa electroforético en SM expreso 52 puntos de proteína, de los 

cuales 51 estuvieron presentes en las dos épocas, un punto de proteína propio de la época 

seca y 13 puntos de la época lluviosa. 

La eficiencia reproductiva de los toros SM para la época de lluvias en términos de indicadores 

de Calidad espermática, FIV y efecto en el desarrollo embrionario vistos en forma integrada 

permite predecir la fecundación in vivo. Los valores de estos indicadores no generaron grandes 

cambios por efecto de la época (seca o lluviosa), pero si superan a los indicadores de eficiencia 

reproductiva de toros reproductores de la raza C Brahman. Resultados que permiten inferir que 
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esta raza descendiente de España, se encuentra adaptada a las condiciones del trópico bajo 

Colombiano. 

Los cambios de las variables estudiadas que determinan la calidad espermática de los toros 

por efecto de las proteínas plasmáticas son respuesta de la participación en forma de cluster 

que integra bajo un modelo de predicción proteínas con y sin cambios significativos y no en 

forma independiente. En este estudio reconocimos algunos modelos cuya asociación explican 

en gran forma el comportamiento de las variables de calidad seminal (Volumen seminal, 

concentración, motilidad, viablidad y morfología espermáticas), del ICE y producción de 

espermatozoides, fecundación in vitro y producción de blastocisto en función de la raza, la 

época climática, o de acuerdo a si se trata de l influencia del semen freso o descongelado.  

La investigación realizada permitió identificar que la proteína A2301 de peso molecular 16.74 

kDa y pI 4.78 se asocia con los toros seleccionados como de mayor fecundación, mientras que 

la A4113 y A4119 de pesos moleculares 15,37 y 15.49 kDa y pI de 5.38 y 5.15 respectivamente 

se relacionó con los toros de baja fecundación. 



 

VIII. 
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VIII. CONCLUSIONES 

La electroforesis unidimensional de las proteínas del plasma seminal evidenció la presencia de 

13 bandas de proteína en SM y 12 en Cebú Brahman, durante la época lluviosa. Diez de estas 

bandas se encontraron en ambas razas, dos se presentaron solo en San Martinero y una 

exclusivamente en el C. En el plasma seminal del San Martinero se detectaron 16 bandas en la 

época de sequía, tres más que en la época lluviosa. 

El estudio permitió la generación del Mapa referencial electroforético 2D identificado y 

caracterizado de puntos de proteína seminal del ganado criollo SM y Cebú Brahman bajo 

condiciones del trópico bajo Colombiano, piedemonte llanero para la época de lluvias. 

Identificamos para las dos razas 64 y 37 puntos de proteína, 35 presentes en las dos razas, 2 

puntos propios de la raza CB, los puntos isoeléctricos a nivel general oscilaron entre 3.59 y 9.8 

y detectamos además puntos de proteína que difieren en su concentración significativa y 

altamente significativa entre las razas. Con respecto a la época seca, en esta época, el mapa 

electroforético en SM expreso 52 puntos de proteína, de los cuales 51 estuvieron presentes en 

las dos épocas, un punto de proteína propio de la época seca y 13 puntos de la época lluviosa. 

La eficiencia reproductiva de los toros SM para la época de lluvias en términos de indicadores 

de calidad espermática, fecundación in vitro y efecto en el desarrollo embrionario vistos en 

forma integrada permite predecir la fertilidad in vivo. Los valores de estos indicadores no 

generaron grandes cambios por efecto de la época (seca o lluviosa), pero si superan a los 

indicadores de eficiencia reproductiva de toros reproductores de la raza CB. Resultados que 

permiten inferir que esta raza descendiente de España, se encuentra adaptada a las 

condiciones del trópico bajo Colombiano. 

Los cambios de las variables estudiadas que determinan la calidad espermática de los toros 

por efecto de las proteínas plasmáticas son respuesta de la participación en forma de clúster 

que integra bajo un modelo de predicción proteínas con y sin cambios significativos y no en 

forma independiente. En este estudio reconocimos algunos modelos cuya asociación explican 

en gran forma el comportamiento de las variables de calidad seminal (Volumen seminal, 

concentración, motilidad, viablidad y morfología espermáticas), del ICE y producción de 

espermatozoides, fertilidad in vitro y producción de blastocistos en función de la raza, la época 

climática, o de acuerdo a si se trata de la influencia del semen freso o descongelado.  
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La investigación realizada permitió identificar que la proteína A2301 de peso molecular 16.74 

kDa y pI 4.78 se asocia con los toros seleccionados como de mayor fertilidad, mientras que la 

A4113 y A4119 de pesos moleculares 15,37 y 15.49 kDa y pI de 5.38 y 5.15 respectivamente 

se relacionó con los toros de baja fertilidad. 

. 
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VIII. CONCLUSIONS 

The unidimensional electrophoresis of seminal plasma proteins revealed the presence of 13 

protein bands in SM bull and 12 in Zebu Brahman during the rainy season. Ten of these bands 

were found in both races, two were presented only in SM and one exclusively in Zebu. In the 

seminal plasma of SM, 16 bands were detected in the dry season, three more than in the rainy 

season. 

The study allowed the first generation of electrophoresis referential 2D map, where points of 

seminal plasma proteins were identified and characterized from SM criollo cattle and Zebu 

Brahman under tropical conditions in the Colombian Llanos foothills. For the rainy season, 64 

protein spots for SM race and 37 points for Zebu were found, 35 of which were present in both 

races and two of which were present only in Zebu. The isoelectric points ranged, at a general 

level, between 3.59 and 9.8. Furthermore, protein spots were detected which differ in their 

concentration between races. With respect to the dry season, the SM electrophoretic map 

expressed 52 protein spots, 51of which were present in both seasons; one point of protein was 

only seen in the dry season and 13 points only in the rainy season. 

The research allowed demonstrating the reproductive efficiency of SM bulls for the rainy 

season, in terms of indicators of sperm quality, in vitro fertilization and embryo development, 

which give an integrated predictive value of in vivo male fertility. The values of these indicators 

in SM race did not produce major changes due to the time (dry or wet), but they exceed 

reproductive efficiency indicators of breeding bulls of Brahman Zebu. These results let us infer 

that this breed, coming from Spain, is adapted to tropical conditions of Colombia. 

The changes of the studied variables that determine the sperm quality of the bulls by the effect 

of the plasma proteins are the response for their participation in a cluster manner and not in an 

independently manner, that integrates, under a prediction model, proteins with and without 

significant changes. In this study, some models were recognized whose association explains 

the behavior of variables that account for semen quality (seminal volume, concentration, 

motility, viability and sperm morphology), SQI and sperm production, depending on the race, the 

climatic season, or according to whether it is fresh or frozen-thawed sperm.  

The protein A2301, with molecular weight 16.74 kDa and pI 4.78, is associated with the bulls 

selected as the most fertile, while A4113 and A4119, with molecular weights 15.37 and 15.49 

kDa and pI of 5.38 and 5.15, respectively, were related to low fertility bulls.
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