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RESUMEN

En la btusqueda de la aplicacion de pruebas complementarias en la caracterizacion
seminal de los ovinos de pelo, se implement6 la utilizacion del test hipoosmético
(HOST) para la evaluacion de funcionalidad de membrana plasmatica. El semen
fue colectado de cuatro ovinos criollos de pelo mediante la técnica de
electroeyaculacion con intervalos de cinco dias cada uno. Cada muestra fue
procesada para la realizacion del HOST, morfologia y movilidad individual. No se
encontraron diferencias significativas (p>0,05) en las variables evaluadas entre
cada uno de los individuos colectados. Se encontr6 una proporcién de
espermatozoides que reaccionaron al test hipoosmotico en promedio de
80,64+1,28%, un porcentaje de normalidad espermatica del 76,64+1,99% y un
porcentaje de movilidad individual de 74,09+2,0%. Los valores anteriores
evidencian una asociacién positiva entre el porcentaje de espermatozoides
funcionales, aquellos espermatozoides morfologicamente normales y los
espermatozoides con movilidad progresiva. Se concluye que el uso del test
hipoosmotico como metodologia para la evaluacion de la integridad de membrana,
ademas de ser una prueba complementaria en la evaluacion del semen, es un
parametro indicativo que permite mejorar el proceso de caracterizacion y de
seleccion de machos reproductores ovinos de pelo criollos colombianos.
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zoogenéticos.




APPLICATION OF THE HYPOSMOTIC SWELLING TEST (HOST) IN THE
EVALUATION OF SEMEN QUALITY IN COLOMBIAN CREOLE HAIR SHEEP

ABSTRACT

In searching for the application of additional tests for seminal characterization of
sheep with hair, the use of hyposmotic (HOST) test for assessing plasma
membrane functionality was implemented. The semen was collected four Creoles
hair sheep through technical electroejaculation at intervals of five days each. Each
sample was processed for conducting the HOST test, morphology and individual
mobility evaluation. No significant differences (p> 0.05) in the evaluated variables
among each of the collected rams were found. The proportion of spermatozoa that
react during the hyposmotic test averaged 80,64+1,28%, the percentage of normal
sperm was 76,64+£1,99% and of individual mobility of 74,09+2,0. The above
values show a positive association among the percentage of functional sperm,
sperm classified morphologically as normal and sperm with progressive motility.
It is concluded that the use of hyposmotic test as a methodology for assessing
membrane integrity, as well as a complementary test in the evaluation of semen, is
an indicative parameter which may improve the process of characterization and
selection of breeding males the Colombian Creole hair sheep.

Keywords: Genetic resources conservation; Semen preservation; Semen quality.

INTRODUCCION

Los ovinos al igual que otros animales domésticos, no son originarios del
continente Americano. Estos animales llegaron desde Espafia, primero en calidad
de alimento para los navegantes y conquistadores, y luego como pie de cria para
los primeros colonos y religiosos. Se cree que estan conformados genéticamente
por las razas Churra, la Manchega, la Rasa y la Canaria y la Merino (Pedraza et
al., 1992). La explotacion ovina en Colombia ha estado tradicionalmente
vinculada a una “economia de subsistencia” de bajo uso de insumos y
generalmente estd relacionada con sistemas tradicionales y artesanales de
produccion, de tal forma que se concentra en pequeios rebafos, formados
basicamente por sangre criolla, que se estima en un 80 a 85 % de la poblacion
ovina total; se considera que alrededor de un 10 a 15% son animales mestizos y el
otro 5% corresponde a los animales de razas puras introducidas al pais (Grajales &
Tovio, 2010). Los ovinos criollos presentan caracteristicas adaptativas importantes
propias del clima tropical, ademas, en nuestra region, en las practicas de seleccion
de machos reproductores no se han implementado practicas de evaluacion seminal.



La evaluacion estandar de semen incluye varios parametros: volumen,
concentracion, movilidad, vitalidad y morfologia. Se ha asumido que estas
medidas proveen informacion de la cantidad del eyaculado y de la calidad de la
espermatogénesis, sin embargo, estos parametros tienen limitaciones y no pueden
ser usados como pronostico confiable de la capacidad fertilizante del
espermatozoide in vivo 6 in vitro (Bedoya et al., 2003), por lo tanto se hace
necesario implementar metodologias adicionales para la evaluacion de estructuras
propias del espermatozoide como por ejemplo la membrana espermatica. La
membrana espermatica que participa en el reconocimiento y transporte de
moléculas, estas funciones permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo
al medio en que se encuentra, proporcionando un sistema molecular para el
reconocimiento del ovocito (Oliveira et al., 2010). La evaluacion de su integridad
aporta informacion importante sobre el metabolismo del espermatozoide y por lo
tanto, es un estimador de la fertilidad potencial del macho (Angel et al., 2009),
pues la fertilizacién no ocurre si la membrana no esta estructural o fisicamente
intacta, pero bioquimica y funcionalmente inactiva (Bedoya et al., 2003). Una de
las pruebas para evaluar la integridad funcional de la membrana es la prueba
hipoosmotica (hypoosmotic swelling test HOST), se fundamenta en la suspension
de espermatozoides en un medio hipoosmdtico que ocasiona un desequilibrio
osmotico entre el medio extracelular y el intracelular, situacion que la célula
compensa fisiologicamente difundiendo agua al compartimento intracelular y
como consecuencia, el espermatozoide aumenta su volumen con consecuentes
cambios morfologicos en los flagelos, como dilatacion y enrollamiento de los
mismos (Jeyendran et al., 1984). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
integridad funcional de la membrana espermatica en Ovinos criollos de pelo
Colombianos.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron cuatro ovinos de pelo criollos de la granja Los Pericos, propiedad de la
Universidad de Sucre, los pardmetros para la seleccion de machos constaron de
una evaluacion andrologica, donde se tomd como requisito de inclusion, que todos
hubieran alcanzado la madurez sexual y se encontraran sanos al examen clinico.
Siempre se tuvo presente que los animales no sufrieran ningun tipo de maltrato
durante el desarrollo del proyecto. A cada uno de los animales se les realizaron
cuatro colectas de semen con intervalos de cinco dias, por método de
electroeyaculacion usando el equipo Electrojac6”. En cada uno de los eyaculados
fueron evaluadas las pruebas macroscopicas de: volumen, en un tubo conico
graduado de 15 ml, color y aspecto mediante observacion directa; y las pruebas
microscopicas de concentracion espermatica mediante la dilucion 1:200 con agua



destilada y conteo en camara de Neubauer (Mellisho, 2010), la movilidad masal e
individual en una gota de 30ul observada a 400X y evaluada en escala de cero a
cinco para la primera y en porcentaje para la segunda, y la morfologia espermatica
mediante extendidos de semen tefiildos con eosina-tinta china y mediante la
utilizacién de microscopio (1000X) (Mellisho, 2010). El test de funcionalidad de
membrana HOST (Oliveira et al., 2010) se realiz6é usando una dilucion de semen
en relacion de 1:10 en solucion de dextrosa al 5% (252 mOsmol/L), incubandose
en bafio maria por un periodo de 25 minutos a 25°C, y observaciéon con
microscopio (400X). El disefio estadistico empleado correspondié a un disefio
completamente al azar y posterior comparacion de medias por test de Tukey, se
realizaron analisis de correlacion lineal de Pearson entre los valores de HOST y las
caracteristicas espermaticas evaluadas. Todos los analisis se realizaron usando el
programa estadistico StatPlus®™*" ver 5.8.3.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla I se muestran los resultados sobre los parametros evaluados en cada
uno de los eyaculados de los machos ovinos. El volumen seminal promedio fue de
1,41+0,11ml, sin presentar diferencias significativas (p>0,05) entre eyaculados.

Tabla 1. Caracteristicas seminales en ovinos criollos de pelo Colombiano (Seminal characteristics

in Colombian creole hair sheep)

Variable NE ' Media EE? Minimo Maximo
Volumen, ml 16 1,41 0,11 0,8 1,8
Mov. Masal (0-5) 16 3,77 0,12 3 4
Mov. Individual, % 16 74,09 2,00 65 90
Concentracién, esp/ml 16 711,89 x 10°  133,86x 10° 70 1570
Morfologia, % 16 76,64 1,99 60 85
HOST, % 16 80,47 1,28 75 88

"Ntmero de eyaculados evaluados, > Error estandar

Estos valores fueron superiores a los reportados por Al-Samarrae, (2009) en las
razas Karradi y Arrabi con volimenes de 0,61+0,11ml y 0,5940,03ml
respectivamente, al igual que los mostrados por Moghaddam ef al, (2012) en
cruces de razas Iranies (1,16+0,08ml) y por Aguirre et al, (2007), en la raza
Peliguey con un volumen promedio de 0,68+0,04ml. Por otra parte Janett et al,
(2000) reporta volimenes similares a los encontrados en el estudio utilizando
vagina artificial como método de colecta del semen. Se observo una movilidad
masal en promedio de 3,77+0,12"" (p<0,05 entre eyaculados), mientras que la



movilidad individual fue de 74,09£2,00% (p>0,05 entre eyaculados),
adicionalmente se encontré una correlacion de 0,80 (p<0,05) entre las
movilidades. Los porcentajes de movilidad masal e individual hallados, fueron
superiores en comparacion a los reportados en diversas razas (Al-Samarrae, 2009;
Moghaddam et al., 2012), pero inferiores a los reportados en la raza Merino
(Abdel-Rahman et al., 2000) en este ultimo estudio, los eyaculados también se
colectaron por electroeyaculacion. La concentracion espermatica promedio fue de
711,89x10°+133,86x10° esp/ml, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre las muestras, por efecto de la alta variacion en la
concentracién de los eyaculados (min: 70 y max: 1570x10° esp/ml). En contraste
con el resultado obtenido en la evaluacion de concentracion, estudios realizados
por Al-Samarrae, (2009), en las razas Karradi y Arrabi fueron menores (121,88 y
120,5 x10° esp/ml respectivamente), sin embargo, Moghaddam ez al, (2012), en
cruces de razas Iranies reporta concentraciones mayores (3470x10° esp/ml), al
igual que Aguirre et al, (2007) en la raza Pelibuey (3880x10° esp/ml). En la
prueba de morfologia espermatica se encontrd un 76,64+1,99% de normalidad, sin
observarse diferencias significativas (p>0,05) entre los eyaculados, otros
resultados reportados en diferentes razas son: Karradi 82,87%, Arrabi 82% (Al-
Samarrae, 2009) y cruces de razas Iranies 88,63% (Moghaddam et al., 2012).

Por otra parte, en la prueba de funcionalidad de membrana plasmatica mediante la
técnica HOST, el porcentaje de espermatozoides que reaccionaron fue del
80,47+1,28% con un valor minimo de 75% y maximo de 88%, sin diferencias
significativas (p>0,05) entre eyaculados, similares a los expuestos por Oliveira et
al, (2010) quien evaluando diferentes soluciones con osmolaridades entre 100 y
150 mOsmol/L, reporta valores del 95,8% con citrato de sodio y 76,9% con
sacarosa. Adicionalmente en la raza Merino, Abdel-Rahman et al, (2000) reportan
un valor de 74,1£7,6% en semen fresco, mientras que Pelufo et a/, (2015) un valor
de 59,6+3,8% con semen criopreservado y Borreto ef al, (2002) de 35,5%. Aunque
se encontraron correlaciones positivas entre las caracteristicas evaluadas y los
porcentajes de HOST, los resultados no fueron estadisticamente significativos,
contrario a lo encontrado por Borreto et al, (2002) quien correlaciona de forma
positiva y significativa el HOST, con movilidad progresiva y el porcentaje de
espermatozoides vivos, pero no, con el porcentaje de prefiez. Lo anterior puede ser
explicado debido a que la presencia de cambios morfologicos en la cola de los
espermatozoides (reaccion positiva al HOST) no siempre indicaria la integridad
funcional de la membrana acrosomal externa en la cabeza de los espermatozoides,
la cual es imprescindible para la reaccion acrosémica y la penetracion del ovocito.
Sin embargo, las diferencias encontradas con relacion al HOST en los estudios
presentados, pueden deberse a la composicion molecular de las soluciones



empleadas y a efectos raciales de los animales, puesto que los tiempos de
incubacion segun Vasquez et al, (2011) no generan diferencias entre los
eyaculados ovinos.

CONCLUSIONES

Los espermatozoides de los ovinos criollos de pelo colombianos, reaccionan de
manera eficiente a los estimulos con la concentraciéon hipoosmotica de 250
mOsmol/L. Existe una tendencia entre la correlacion de movilidad individual
(74,09%), la morfologia (76,64%) y la respuesta al HOST (80,47%) a pesar de no
existir significancia, pudiéndose asociar la movilidad progresiva y la normalidad
espermatica, con espermatozoides que presenten una membrana celular intacta, la
cual le permite tener una excelente interaccion con el medio extracelular. Por lo
tanto se puede asociar la respuesta al HOST como un indicador de fertilidad en
ovinos, permitiendo que dicha técnica sea integrada en los procesos de evaluacion
de calidad seminal.
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