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ABSTRACT. The protein content of seminal plasma after eyaculation,
undergoes suden changes due to enzyme action . There are evidences
of rupture and redistribution and proteins due to standing periods
longer than 48 hours . The objective of the present paper was to study
wether there are some variations in the chemical content of semen
compare to different storaging periods . The periods programmed were
24 hours, 30 days and 60 days after extraction ; just after semen
collection the sample was frozen to -79¡C . It was determined RNA,
DNA, proteins, ammonia, acid phosphatase and alcaline phosphatase .
We also carried ant protein fractionation using polvacrylamide gel
electrophoresis. It was detected variations during the different storag-
ing periods significant (p<0,01) for RNA between 6 hours 60 days
and (p<0,05) between 30 and 60 days . Alcaline phosphatase varies
between 6 hours and 30 days (p < 0,01) and DNA between 30 and
60 days (p < 0,05) and 6 hours, 30 days and 60 days (p < 0,05) . The
electrophoresis showed 8 to 10 bands in semen, 10 to 14 in diluted
semen and 10 to 12 in diluent .

RESUMEN. El contenido proteico del plasma seminal no permanece
constante despuís de la eyaculacián, sino que sufre rópidos cambios
producidos enzimóticamente . Hay evidencias de ruptura y redistri-
bucián de proteénas con el almacenaje despuís de las 48 horas de
conservacián . Nuestro objetivo fue el de encontrar si existen algunas
variaciones en el contenido quémico del semen a diferentes tiempos
de almacenamiento. La concentracián de estos parómetros se deter-
miná a las 24 horas, 30 y 60 déas de la extraccián . En el momento
de la recogida, la muestra se congelá a -79¡C . Se determiná RNA,
DNA, proteénas, amonéaco, fosfatasa ócida y alcalina . Ademós, se rea-
lizá fraccionamiento electroforítico en gel de poliacrilamida . Se en-
contraron variaciones en el almacenamiento para el RNA (p<0,01)
entre las 6 horas y 60 déas y de (p < 0,05) entre los 30 y 60 déas . La
fosfatasa alcalina variá (p<0,01) entre las 6 horas y los 30 déas y el

79



80

	

R. DURAND Y A . BIDOT

DNA (p < 0,01) entre los 30 y 60 déas, asé como (p < 0,05) entre las
6 horas y los 30 y 60 déas . Electroforíticamente se encontraron entre 8
a 10 bandas en el semen puro ; 10 a 14 bandas en semen diluido y
entre 10 y 12 en menstruo .

INTRODUCCION

El contenido protíico del plasma seminal no permanece constante des-
puís de la eyaculacián, sino que sufre rópidos cambios producidos enzi-
móticamente y que se manifiestan en una disminucián progresiva en la
concentracián de nitrágeno protíico no dializable y una acumulacián
simultónea de nitrágeno no protíico y aminoócidos libres que culmina
con la formacián de amonéaco libre (Mann, 1964) . El factor principal que
determina la proporcián de ruptura de las proteénas a proteosas y amino-
ócidos, es el grado de actividad mostrado en las enzimas proteoléticas y
que estó dado por el intervalo que transcurriá desde el momento de la
eyaculacián y la temperatura de almacenage .

En el toro, verraco y carnero, el progreso de la proteolisis, en el semen
conservado o el plasma seminal, es mucho mós lento que en el hombre y
a veces no puede detectarse .

Segñn Szumowski en 1963, el contenido de proteénas de una muestra
promedio de plasma seminal bovino estó distribuido en cuatro fracciones
principales : albñmina, 2.521 ; 2-globulina, 66 .5% ; Œf-globulina, 19.6%, y
-,-globulina, 10.4% .

En toros de fertilidad normal, la albñmina es generalmente la fraccián
protíica mós peque•a, mientras que en animales con espermatogínesis
defectuosa se encuentra elevada .

El semen debe su poderosa actividad fosfatasa principalmente al plasma
seminal en que abundan diferentes enzimas desfosforilantes derivadas de
los árganos accesorios masculinos de la reproduccián . Tambiín se ha
sugerido que el contenido de DNA en el semen de tu-ro disminuye con el
almacenamiento, y que esto puede explicar la disminucián en la propor-
cián del %/c de fertilidad y el aumento en la mortalidad embrionaria del
ganado, lo que resulta del uso de esperma de toro almacenado o "viejo"
para la inseminacián artificial . Salisbury, en 1964, expresá que el semen
de toro almacenado en diluente de yema de huevo-nitrato, despuís de
un peréodo de 5 déas a 5¡C, el porcentaje de DNA disminuyá en un 30% .
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Durante el envejecimiento del semen in vitro, el DNA baja progresivamen-
te hasta un 61% durante 21 déas de conservacián .

Nuestro estudio estó encaminado a detectar si existen o no variaciones
de los valores de los distintos parómetros estudiados con la congelacián .

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 8 sementales de la raza Holstein bajo rígimen de Insemi-
nacián Artificial en buen estado de salud .

La recogida del esperma se hizo por el mítodo de la vagina artificial y su
conservacián fue inmediata a una temperatura de -79¡C . Las muestras
fueron trabajadas a distintos intervalos : a las 6 horas, 30 y 60 déas de la
extraccián, determinóndose distintos parómetros : proteénas totales, RNA,
DNA, fosfatasa ócida y alcalina y amonéaco .

El mítodo utilizado para la obtencián de la concentracián de proteénas
totales fue el Biuret .

Para la determinacián del RNA, se realizá la tícnica de Schmidt y Thann-
hauser descrita en 1945 y modificada por Ceriotti, (1968) y para el DNA,
se usá el mítodo de Ceriotti .

La fosfatasa ócida y alcalina se determiná por el mítodo de King, (1959) .

Para la electroforesis se empleá la tícnica de poliacrilamida ; para_ amo-
néaco se usá la tícnica de microdifusián de Conway .

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron los estadégrafos de cada parómetro, realizóndose el anó-
lisis estadéstico de los mismos . (Tabla l) .

Se aplicaron los test de anólisis de varianza por bloques al azar, super-
posicián de intervalos de confianza y comparacián de t de datos aparea-
dos, obteniíndose los siguientes resultados : para el RNA existen
diferencias significativas (p<0.01) entre los 60 déas y las 6 horas y de
(p<0.05) entre los 30 y 60 déas y 60 déas y 6 horas .



El contenido de proteénas, amonéaco y fosfatasa ócida no presentaron
diferencias significativas .

En la fosfatasa alcalina se apreciaron diferencias (p<0 .01) entre las 6
horas y 30 déas .

Hemos encontrado que existe un aumento significativo (p<0.01) entre las
6 horas y 30 déas de almacenamiento .

Se sabe que existen cantidades apreciables de esta enzima en los árganos
accesorios masculinos del toro . Con la congelacián, se produce la ruptura
y muerte de gran nñmero de cílulas espermóticas con el consiguiente
paso de enzimas intracelulares al medio circundante, ademós del aporte
enzimótico que proporciona el diluente (Bidol y Durand 1974) .

Al realizar un anólisis de los resultados obtenidos en el contenido protíi-
co, nuestros resultados concuerdan con los observados en otros trabajos
(Bidot y Durand, 1974 ; Wales y cols., 1961) los cuales expresan que en el
toro, la proteolisis del semen conservado se produce lentamente y a veces
es difécil su observacián cuando el tiempo transcurrido no ha sido muy
largo, a pesar de que sabemos que cuando el semen se incuba a 37C la
proporcián de ruptura de las proteénas es generalmente rópida, lo que
demuestra que la actividad enzimótica en el eyuculado se encuentran de-
primida .

En nuestros resultados hemos encontrado que las concentraciones de
RNA y de DNA disminuyen con el almacenamiento de forma significativa .
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TABLA I

Tiempo
RNA

mg/100
DNA
mg/ml

Prot .
mg/ml

Fosf .
Acida
(U.I .)

Fosf .
Alcalina
(U.I .)

Amonéaco
mg/100

6 horas 20.1-1-5 .5 6.8•0.9 30.4•9.1 13 .5•9 .1 4.8• 3.7 0

30 déas 16.4-1-5 .1 6.9•2.4 34.5•7.2 9.4-•2 .6 22.3•10.8 1 .4•0 .4

60 déas 7.0•4.2 4.6•1 .2 31 .1•6.6 10.7•5.5 12.0• 5.8 1 .9•-0 .5
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Esto ha sido comprobado por varios autores (Salisbury, 1964; Bidot,
1975) .

Algunos autores afirman que el semen de toro almacenado en diluentes
a base de yema de huevo, despuís de un almacenaje de 5 déas a 5áC, el
porcentaje de DNA disminuyñ en un 30% .

Se ha sugerido que esta baja del contenido de DNA en el semen de toro
con el almacenamiento, puede explicar una disminuciñn en el porciento
de la fertilidad y un aumento en la mortalidad embrionaria del ganado .

Esto ha sido tambiín se•alado por otros autores (Holy, 1968; De Vuyst,
1970) .

Szumowski, en 1963, afirmaba que un promedio de lo que puede esperarse
en la esperma despuís de un almacenaje de 48 horas, pueden proponerse
los siguientes valores : 6.3% para la alb°mina, 15.9 ;G para los a-globulinas ;
41 .ly; de (3-globulina y 23 .2;, de ;-globulina, existiendo un 13 .7% del
contenido protíico que es electroforíticamente inmñvil .

En toros de fertilidad normal, la alb°mina es generalmente la fracciñn
protíica mús peque•a (Mann, 1964) . Al igual que c-,tos autores hemos
encontrado cuatro bandas principales de precipitaciñn y bandas interme-
dias que representan probablemente mezclas de otros componentes, asé
como una fracciñn protíica que no migra y permanece inmñvil .

CONCLUSIONES

De todo lo antes dicho podemos concluir que tanto el RNA como el DNA,
se ven afectados con el tiempo de la congelaciñn, lo cual explican algunos
autores que concomita con una baja de la fertilidad . En el anúlisis elec-
troforítico del semen diluido se aprecia una redistribuciñn o superposi-
ciñn de bandas, lo cual ha sido llamado por algunos autores como "com-
plejos protíicos" de nueva formaciñn, que aportan un carúcter biolñgico
diferente a las muestras (Kichev, 1976) .

Podemos concluir ademús, que el contenido protíico total no se afecta
hasta los 60 déas de la conservaciñn .
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