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Evaluacion del potencial reproductivo del macho bovino

Introduccion

En afos recientes se ha venido incrementado el uso de las bio-
tecnologias reproductivas en el pais. Su utilizaciéon consolida
el desarrollo de la actividad agropecuaria, para asi buscar un
aumento de la productividad del rebafio nacional que permita
ofrecer mas carne y leche de calidad a la poblacién venezolana.
Todo lo anterior con el fin de afianzarse en el camino hacia la so-
berania agroalimentaria de la nacion.

Entre las biotecnologias reproductivas mas utilizadas se desta-
can la inseminacion artificial y el trasplante de embriones, las
cuales consisten en depositar semen o embriones viables en
una vaca receptora sincronizada para tal fin, la cual es realizada
por un profesional entrenado en las técnicas. Entre las limitantes
de estas biotecnologias reproductivas, se puede mencionar una
que se constituye en un factor determinante para el éxito de las
mismas, como es la calidad del semen utilizado en ambas téc-
nicas.

La ganaderia de doble propdsito es una importante industria na-
cional, siendo esta una fuente de ingresos significativa para el
mercado pecuario venezolano. Este tipo de ganaderia esta lla-
mada a satisfacer el incremento del consumo local de carne y
leche, siendo este un sector del cual cada vez mas depende
economicamente gran cantidad de venezolanos. Esta condicion
exige que el sector maximice la eficiencia de su sistema de pro-
duccion de doble propdsito, para lo cual se requiere no sélo pro-
ducir de una forma sostenible, sino también basar sus metas en
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Evaluacion del potencial reproductivo del macho bovino

objetivos claros y precisos que permitan aprovechar al maximo
estos recursos.

La eficiencia productiva de la ganaderia de doble propdsito es
fundamental para maximizar la utilizacion de los recursos de di-
cho sector y asi poder obtener el maximo provecho posible, el
estudio de los factores que afectan su rendimiento es crucial. En
este sentido, el papel que juega la fertilidad potencial del macho
en la eficiencia reproductiva y productiva de las explotaciones
bovinas es de incuestionable importancia para los sistemas de
produccion pecuarios. La anterior afirmacién es facilmente com-
prensible, debido a la existencia de un alto numero de hembras
en las explotaciones bovinas venezolanas, lo que provoca que la
permanencia de machos subfértil o infértiles en las fincas, gene-
rando grandes pérdidas econdmicas a los productores.

No obstante, dada la importancia del macho dentro del sistema
de produccion pecuario, en los paises tropicales ha sido poco
estudiado, donde se calcula que so6lo 20% de las publicaciones
generadas sobre temas relacionados con la reproduccién ani-
mal, se dedican a estudiar aspectos relacionados con el macho.

Para el Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccion Animal del
INIA-Ceniap, uno de los factores primordiales en la evaluacion
del potencial reproductivo del macho bovino es la calidad del
semen y esta depende de tres factores fundamentales:

Animal: como son las patologias sistémicas y del aparato repro-
ductor, alimentacién, alojamiento, estrés y manejo.

Ambiente: como son la temperatura, la humedad, la radiacion
solar, entre otros.

Manejo del semen: como son la recoleccion, la evaluacién, el
proceso de congelacion y descongelacion.
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Todos estos elementos por si solos pueden afectar gravemente
la calidad del semen interfiriendo significativamente con los ob-
jetivos de la practica de la Inseminacion Artificial y el Trasplante
de Embriones.

En el Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccion Animal se
recomienda hacer una evaluacion del potencial reproductivo de
los machos reproductores que seran utilizados en un régimen de
monta natural o centros para la congelacién de semen para la
Inseminacion Artificial (I1A) y asi seleccionar a aquellos animales
qgue resulten satisfactorios en dicha evaluacién, la cual consiste
en valorar varios aspecto reproductivos del toro, como la actitud
reproductiva, el estado de los 6rganos genitales internos y exter-
nos, y la calidad del semen pre y poscongelacion.

Luego de realizar este andlisis se puede garantizar el potencial
reproductivo de los animales seleccionados y predecir su com-
portamiento dentro de los programas de reproduccion en las uni-
dades productivas. La evaluacion del potencial reproductivo del
toro o evaluacién Androldgica consiste entonces, en la realiza-
cion de diferentes pruebas diagndsticas que permitan predecir
el potencial de fertilidad de un toro. Estas pruebas determinan
la condicidn fisica, tamafio testicular, calidad del semen, libido y
habilidad para la monta.

La evaluacién reproductiva del macho se debe realizar entre
los 30 a 60 dias de antelacion a la temporada de monta, ex-
posiciones de ferias, venta del animal o extraccion de semen.
Este examen debe cumplir con los estandares sefalados por
la Sociedad Americana de Theriogenologia en esta materia
(Sport, Thrift y Carpenter, 1998; Barham y Pennington, 2006) y
consiste de una serie de pasos que se deben realizar de forma
rutinaria y sistematica a estos fines.
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Historia del animal

La historia del toro debe incluir nombre, raza, fecha de nacimien-
to, peso actual, controles previos de crecimiento, edad, fechas
de las ultimas desparasitaciones y vacunaciones, fecha de las
ultimas pruebas diagnosticas de enfermedades de transmision
sexual y resultados, fecha de tratamientos médicos. Se debe in-
cluir también informacion reproductiva relativa al animal, como:

- Edad al primer servicio, este dato es importante en el diag-
nostico de infertilidad de animales jévenes.

- Tipo de apareamiento utilizado, debido a que se presenta al-
gunas veces la relacion macho — hembra, que no es la ade-
cuada o si la monta es controlada, es posible que se le retire
la hembra de la zona de servicio antes de que el toro se pueda
excitar y eyacular, lo que compromete la eficiencia del macho.

- Numero de servicio por vaca prefiada. Se indica que lo ideal
es menos de dos servicios, cabe destacar que, en este caso,
hay que conocer la informacion de las vacas que se le ofrecen
al toro, debido a que hay vacas problemas, las cuales requie-
ren hasta de 10 servicios para quedar prefiada, pudiendo ser
en este caso por problemas no atribuibles al toro.
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- Presencia de descargas por el pene (pus, sangre, liquido),
antes de iniciar el servicio o en forma continua, lo que es in-
dicativo de procesos inflamatorios, debido a una enfermedad
infecciosa o traumatismo sufrido por el animal. Igualmente, se
debera registra cualquier otra informacion que se requiera al
momento de realizar la evaluacion.
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Evaluacion del estado
de salud general
del animal

En la evaluacién del estado general de salud del animal, se debe
realizar una inspeccién del estado fisico del animal en pie, en re-
poso y en movimiento, haciendo hincapié en:

Aparienciamasculina:losmachos poseencaracteristicastipicas
de su sexo, como son la musculatura, el comportamiento agresi-
vo y decidido y el desarrollo de los érganos sexuales. La esencia
de estas caracteristicas esta relacionada directamente con los
niveles de testosterona.

Condicién corporal: debe serdptima, gradotresenunaescalade
uno al cinco, machos mal alimentados o con sobrepeso pueden
tener lesiones irreversibles en los testiculos, en caso de toretes
joévenes la pubertad se veria atrasada. Se recomienda no selec-
cionar machos con mal estado fisico y pobre condicion corporal,
debido a que se presentan problemas de fertilidad (Chayer y
Pasqualini, 2009).

Piel: se debe observar la piel del animal buscando la presencia
de ectoparasitos, lesiones causadas por hongos, heridas o cica-
trices que pudieran haber afectado o estar afectando la salud y
el confort actual del toro. Los ectoparasitos causan anemia y los
hongos heridas que muchas veces se contaminan y cursan con
dolor y escozor; ambas provocan en el animal inquietud, pérdida
de peso, desanimo y pérdida del apetito sexual.
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Boca: se debe inspeccionar el morro, los labios, los dientes, la
lengua, el paladar y los carrillos. Al momento de la masticacién
se debe observar la presencia o no de braquignatia o prognatia.
Los dientes deben estar completos y sanos. Si el animal saliva
mucho, pudiera esto ser ocasionado por una herida en la zona
de los elementos anteriormente mencionados, por lo cual, ani-
males con lesiones en esas areas no podran comer bien, perde-
ran peso y su comportamiento sexual se vera afectado.

Ojos: el sistema ocular debe ser inspeccionado para descartar
la presencia de patologias, como queratitis, conjuntivitis, papilo-
mas, carcinomas, ulceras cornéales, entre otras, debido a que
limitan la observacién y busqueda de hembras en celo, alimenta-
cion, entre otras. Esto comprometeria la eficiencia reproductiva
del toro.

Patas y pezuias: en el macho el sistema locomotor, especial-
mente, las articulaciones y los musculos de los miembros pos-
teriores y de la espalda requieren de una atencion especial.
Cuando el toro monta, todo su peso recae en las patas traseras,
participando la articulacion sacroiliaca en el soporte del peso.
Balancear todo el peso sobre los miembros posteriores provoca
una rapida y fuerte contraccion sobre los huesos, articulaciones
y musculos de esa regiéon. Cualquier alteracion o anomalia en
esa zona podria conducir a la negacion de la monta temporal o
definitiva por parte del toro.

Hay que tomar en cuenta que los animales, que se encuentran
exclusivamente en pastoreo, deben mantener las patas y pezu-
fnas en excelentes condiciones, debido a las largas distancias
que deben recorrer en busca de alimento y hembras en celo.
La mejor forma de evaluar patas y pezufias es observando al
animal mientras se desplaza, debido a que es cuando se hacen
mas notables las cojeras, incoordinaciones y desviaciones de la
postura normal.
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Luego se debe realizar una inspeccion minuciosa de la zona
mientras esta inmovilizado en el brete de coleccién. Los defec-
tos de aplomos presionan las articulaciones causando dolor e in-
capacidad para montar. La pezuia es un sitio comun de lesiones
que causan cojera; esta se debe examinar para determinar si
hay ulceras, heridas penetrantes, callos, abscesos y crecimien-
to anormal. Los machos con problemas de pezufia a menudo
muestran deficiencia en la libido.
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Evaluacion de los érganos
genitales externos

Los genitales externos se pueden evaluar por inspeccion y pal-
pacion, mientras que los internos solo pueden ser examinados
por palpacion rectal. El toro debe ser inmovilizado en un brete
para facilitar su evaluacion y debe ser tratado con paciencia y
firmeza, pero suavemente, evitando lesionarlo.

Pene y prepucio: el pene es el 6érgano copulador del macho
y se le debe realizar una evaluacion anatomica y funcional, en
la evaluacion anatémica se debe identificar heridas, traumas o
inflamaciones. En la funcional se debera prestar atencién a los
mecanismos de exteriorizacidn, ereccion y reintroduccion del
pene, mucosa y patologias. Se han sefialado algunas anormali-
dades en el pene que son motivo de descalificaciéon, como hipo-
plasia del glande, duplicacién parcial o total del pene, ausencia
total de la flexura sigmoidea, persistencia del frenillo, entre otras.

En los becerros el pene se encuentra adosado al prepucio e
inicia su desprendimiento al momento en que los testiculos co-
mienzan a hacerse funcionales, de manera que es comun ob-
servar el frenillo del pene en los machos jovenes en periodos
peripuberales.

El prepucio se examina en el momento en que se realiza la
evaluacion del pene; debe ser siempre observado para des-
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cartar la presencia de adherencias, heridas o hematomas au-
mento de temperatura, aumento de tamano, deformaciones
y secreciones. La mucosa en caso de prolapso prepucial y la
evaluacion del orificio prepucial se realiza introduciendo tres
dedos para descartar estenosis, fimosis y otras lesiones. Los
toros Bos indicus (cebu y acebuados) son mas propensos a
sufrir lesiones, debido a que tienen un prepucio muy pénduloso.

Escroto: la inspeccion del escroto revela informacién sobre el
estado de los testiculos. El escroto debe ser simétrico, la asi-
metria a menudo refleja diferencias en el tamano testicular. Se
observara la piel buscando que esté libre de lesiones, heridas,
cicatrices, adherencia, calor y sensibilidad que pudieran com-
prometer la salud de los testiculos. Tanto los animales Bos indi-
cus (cebu y sus cruces), como los Bos taurus (razas europeas),
presentan mecanismos de adaptaciéon al medio ambiente tropi-
cal, el cual se caracteriza por poseer escrotos muy péndulosos,
haciéndolos propensos a tener lesiones por traumatismos.

Testiculo: en los machos los testiculos son los 6rganos geni-
tales de mayor importancia porque es el sitio donde se origi-
nan los espermatozoides. En ellos se produce la testosterona,
importante para la espermatogenesis, comportamiento sexual,
crecimiento genital y corporal. El testiculo es de forma ovoide,
turgente y elastico. Cuando el testiculo presenta una consisten-
cia dura o fibrotica indica que existieron procesos inflamatorios,
mientras que una consistencia muy blanda sefiala una alteracion
en el curso de la espermatogenesis.

Animales con problemas de descenso de uno (unilateral) o am-
bos (bilateral) testiculos son llamados criptorquidicos, estos ani-
males deberan ser eliminados del rebafo por ser este un fac-
tor hereditario transmisible a la descendencia. Los machos que
tengan testiculos asimétricos deben ser vistos con sospecha de
una hipoplasia o degeneracion testicular.
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En el caso de ser un animal adulto es posible que se trate de una
degeneracion testicular, esta presuncion puede corroborarse al
realizar la evaluacion seminal. Através de esta evaluacion es po-
sible diagnosticar con certeza el problema y asi poder aplicar los
correctivos necesarios. Si se trata de un animal joven, con una
edad comprendida entre ocho y 12 meses, entonces, el diagnos-
tico de hipoplasia de uno o ambos testiculos es el correcto.

Epididimos: la evaluacion de los epididimos se debe hacer por
palpacion al momento de realizar el examen de los testiculos. El
epididimo es el lugar donde se almacenan los espermatozoides
producidos por los testiculos; igualmente, es el lugar donde ma-
duran los espermatozoides y adquieren la capacidad potencial
para fertilizar. El 6rgano esta adosado en cada testiculo y ana-
tdmicamente consta de tres porciones: cabeza, cuerpo y cola.

La cabeza del epididimo se encuentra en el polo superior del
testiculo y se debe evaluar su forma, simetria y consistencia
(tenso-firme-elastica). Seguidamente se continta con el cuerpo
del epididimo, el cual se situa en la cara dorso lateral medial
de la glandula y se palpa como una banda de un centimetro de
ancho aproximadamente, al cual se le evalua su ubicacién, ta-
mano, forma y consistencia. La evaluacion del epididimo termina
en la cola, porcidén que tiene forma coénica y una amplitud aproxi-
mada en su base de dos a tres centimetros, la consistencia de
la cola es normalmente firme y su abultamiento dependera de su
replecion con espermatozoides.

Aquellos animales recién colectados o en servicio pueden pre-
sentar a la palpacion la porcidn de la cola menos firme y menos
abultada. En cambio los machos reproductores que no producen
espermatozoides o en los casos de oligospermia, la cola se pre-
senta plana y a la palpacion se sentira blanda. Adicionalmente,
se debe buscar en la palpacion inflamaciones, engrosamientos,
malformaciones, aplacias, entre otros.
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Cordén espermatico: es una estructura compuesta por vasos
sanguineos y linfaticos, nervios, el musculo cremaster y el con-
ducto deferente. Se ubica en el polo dorsal del testiculo y se pue-
de palpar cerca del canal inguinal. Su examen se debe realizar
por palpacion, debiéndose evaluar la simetria y su consistencia
(tenso-firme-elastica). Hacia la cara medial se puede palpar el
conducto deferente el cual tiene un diametro aproximado de dos
a tres milimetros.

Los hallazgos patolégicos mas comunes son: aplasia segmen-
taria de los conductos de Wolff, hernia inguinal y procesos infla-
matorios de diversa etiologia.

Circunferencia escrotal: se ha demostrado una alta correla-
cion entre el peso de los testiculos y la circunferencia escrotal,
asi como entre el peso de los testiculos y la produccién de es-
permatozoides, igualmente entre la circunferencia escrotal y la
calidad de eyaculado. Por esta razén, al seleccionar toros con
una circunferencia escrotal mayor, indirectamente, estamos se-
leccionando por produccion de espermatozoides, esta caracte-
ristica tiene una heredabilidad alta de 0,65.

La medida de la circunferencia escrotal también permite determi-
nar la edad de la pubertad y algunas patologias testiculares. Se
ha sefalado que los descendientes de toros con circunferencia
escrotal alta, alcanzan la pubertad a edades mas tempranas. La
circunferencia escrotal se mide con una cinta metalica especial,
la cual se debe colocar en el didametro mas ancho de los testicu-
los, después de haberlos desplazado hacia el fondo del escroto
(Figura 1).

Como guia para la seleccion de animales reproductores basa-
dos en su circunferencia escrotal, se pueden utilizar los requeri-
mientos de la Sociedad Americana de Theriogenologia, los cua-
les indican un minimo 30 centimetros para animales Bos taurus,
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con edades comprendidas entre 12 y 15 meses, y para animales
Bos indicus, con edades comprendidas entre los 18 y 20 meses.

De igual manera, se puede considerar como minimo 30 centime-
tros de circunferencia escrotal a los 15 meses y 34 centimetros
a los 24 meses o0 mas, respectivamente. Cuando se trabaja con
animales doble propdsito, entonces, se debe exigir por lo menos
30 centimetros a los 24 meses y no menos de 32 centimetros a
los 36 meses 0 mas.

. " y " "“ ._' '.-.
Figura1. Maedicion de la circunferencia escrotal en el bovino.
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En el Cuadro 1 se resume los valores minimos de circunferencia
escrotal para toros, de acuerdo a los rangos de edad (meses)
del animal.

Cuadro 1. Promedio de la circunferencia escrotal en toros,
de acuerdo a los rangos de edad.

Edad Centimetros
(meses) (cm)

<15 30
>15<18 31
>18<21 32
>21<24 33

> 24 34

Fuente: Salisbury et al., 1982
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Evaluacion de los érganos
genitales internos

Los organos genitales internos corresponde a las glandulas
sexuales accesorias, el examen se realiza por palpacion rectal.
En el centro del piso de la cavidad pélvica se localiza la uretra
pélvica; esta se siente como una estructura firme, cilindrica y
aplanada dorso ventralmente de tres a cuatro centimetros de
diametro aproximadamente.

En la parte anterior de la uretra pélvica se encuentra una eleva-
cion de perfil triangular, esta es la prostata, la cual es palpable
s6lo en la porcion del cuerpo, ya que el resto de la glandula se
encuentra diseminada entre los tejidos de los musculos que cu-
bren la uretra pélvica (Figura 2).

Las glandulas vesiculares o vesiculas seminales son pares, de
forma lobulada y se pueden ubicar, colocando la mano, desde el
extremo anterior de la uretra pélvica y realizando suaves movi-
miento laterales. Las dimensiones varian de acuerdo con la raza
y edad del animal; son estructuras de aproximadamente 10 a 15
centimetros de largo y dos a tres centimetros de ancho.

En los toretes muy jovenes las glandulas son poco lobuladas y
su desarrollo es indicativo de la funcion testicular, debido a que
todas las glandulas accesorias son androgeno-dependientes.
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La lesion mas comun encontrada en las glandulas vesiculares
es la inflamacion o vesiculitis, la cual se caracteriza por la pre-
sencia de dolor a la palpacion, aumento de tamafio, perdida de
las lobulaciones y adherencias. En algunos casos las glandulas
se pueden palpar duras y fibroticas. Cualquier asimetria debe
ser considerada con reserva por el evaluador. En algunos casos,
de vesiculitis se puede observar fléculos de pus en el eyaculado.

Las ampollas son el segmento terminal ensanchado de los con-
ductos deferentes; miden entre 10 y 15 centimetros de largo y se
sienten al hacer presion hacia el piso de la cavidad pélvica, entre
las glandulas vesiculares. Se palpan como dos estructuras se-
miduras del grosor de un lapiz. Es poco comun que se inflamen,
pero cuando lo hacen es posible observar material purulento en

el eyaculado.

Figura 2. Evaluacién de los genitales internos en el macho
bovino.
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Evaluacion funcional
de la libido y prueba
de capacidad de servicio

La libido o deseo sexual en el macho se define como el apetito
de montar a la hembra, mientras que la habilidad copulatoria es
la capacidad de completar el servicio. Se debe recordar que no
existe correlacion entre libido y perimetro testicular. Durante el
examen funcional se debe prestar atencién a la cadena de refle-
jos sexuales, para determinar la existencia de alguna patologia
que impida el correcto servicio.

La manera como el toro realiza el contacto con la hembra no es
simple y refleja una serie de eventos fisioldgicos complejos, los
cuales requieren de una gran coordinacion por parte del animal.
En la evaluacion de la capacidad de servicio, se evaluan todos
los eventos del comportamiento sexual del macho, estos inclu-
yen: la busqueda y deteccion, excitacion, flehmen, ereccién y
protrusion del pene, monta, penetracién con o sin eyaculacion,
eyaculacién y desmonta.

También es importante el periodo refractario o de latencia que es
el tiempo transcurrido entre una eyaculacion y la subsiguiente, y
el tiempo de reaccién que es el tiempo transcurrido desde que el
animal entra en contacto con la hembra y se produce la primera
eyaculacion.
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Recoleccion de semen
en el bovino

La recoleccién de semen se realiza por el método parafisioldgico
de la vagina artificial o por el método fisico de la eletroeyacula-
cion. El método de la vagina artificial requiere de la utilizacion de
un animal para la monta (macho o hembra) o un maniqui y una
vagina artificial; este método simula la monta natural y permite la
obtencion de una muestra de semen de excelente calidad, que
se puede considerar como caracteristica de la eyaculacion de
un toro. Ademas, tiene la ventaja que permite la observacion del
comportamiento del animal en movimiento y durante su aparea-
miento.

La vagina artificial consiste en un tubo cilindrico de plastico rigi-
do y resistente, de siete centimetros de diametro y 35-40 cen-
timetros de largo, recubierto internamente por una camisa de
goma que se dobla sobre los extremos del cilindro formando una
camara que se llena con agua caliente (4546 °C) y aire, con el
fin de proveer el estimulo adecuado de temperatura y presion,
lograndose asi la eyaculacion.

En uno de los extremo de la vagina artificial se coloca un embu-
do de latex o0 goma que sostiene en su extremo un tubo gradua-
do, el cual recibira el eyaculado, este ultimo se protege dentro
de un envase plastico que contiene agua a 37 °C, a fin de evitar
cambios de temperatura (choque térmico). El otro extremo de
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la vagina artificial se lubrica ligeramente, utilizando lubricante
no espermicida, siendo este el extremo por donde penetrara el
pene, durante el proceso de recoleccion.

Elareaderecolecciondesemendebecontarconunpuestodemonta,
piso solido y antiresbalante, defensas de seguridad y un ambien-
te de trabajo consono con la actividad que se realiza (evitar ruidos
y distracciones), ademas debe estar ubicado cerca del labora-
torio.

La recoleccion de una buena muestra requiere de la estimula-
cion previa del semental, para ello se recomienda una secuencia
de falsas montas y periodos de restriccion, antes de recolectar
cada eyaculado. La agresividad sexual del animal al momento
de la recoleccién permitird combinar el estimulo adecuado para
lograr un eyaculado de buena calidad.

La preparacion sexual del semental implica el uso de la monta
restringida en el ambiente preparado para tal fin, la retencion
del semental consiste en permitir su acercamiento al puesto de
monta, a fin de estimular al macho, sin permitir la monta (restric-
cion). La falsa monta consiste en estimular al animal permitien-
do la ereccion y el intento de monta para luego desviar el pene
manteniendo el glande al aire e impidiendo todo contacto con la
monta.

Una vez que se considere el animal adecuadamente estimulado,
se procede a la recoleccion del eyaculado por medio de la va-
gina artificial. Los mejores resultados para la recoleccion de se-
men por esta via se obtienen siguiendo la secuencia siguiente:
una falsa monta, dos minutos de restriccion, dos falsas montas
y la recoleccidon. Este protocolo maximiza la concentracion de
espermatozoides por eyaculado.

Para proceder a la recoleccién del eyaculado con el animal y
la vagina artificial, previamente preparados, un operador diestro
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se coloca del lado derecho del toro, al momento del intento de
monta desvia el pene tomando prepucio con la mano izquierda
hacia el lado derecho impidiendo todo contacto con la monta.
Con la mano derecha, sosteniendo la vagina artificial, se coloca
el extremo lubricado por delante del pene, y como respuesta
al estimulo (presion y temperatura) semejante a la vagina de
la vaca en celo, el toro penetra la vagina en toda su extension,
realizando lo que se conoce como golpe de lomo.

La eyaculacion del bovino se considera monofasica y sumamen-
te violenta (segundos), después de la eyaculacién el animal des-
monta casi inmediatamente, entonces, se procede a retirar el
tubo graduado (conteniendo el eyaculado), protegiéndolo debi-
damente de la luz solar directa, cambios drasticos de tempera-
tura (choque térmico) y contaminacion, se identifica la muestra
y se entrega en el laboratorio para su procesamiento inmediato.

Con la utilizacién del eletroeyaculador, como método para la
recoleccion de semen, la eyaculaciéon es un proceso bifasico,
primero ocurre la emision y continua con la ereccion y la eya-
culacion propiamente dicha. Cuando se produce la estimula-
cion adecuada, esta viaja via nervio pudendo interno hacia los
centros lumbosacros de la columna vertebral, desde alli parte
la respuesta via nervios simpaticos lumbares (nervio erigente
del plexus hipogastrico), lo cual estimula la contraccion de la
musculatura lisa que recubre la prostata, glandulas vesiculares
y conductos deferentes, asegurando la progresion de la masa
espermatica hacia la uretra pélvica (emision).

Por otro parte, la respuesta nerviosa viaja via nervios parasim-
patico para provocar la contraccion de la musculatura estriada
del tracto uretral (musculo isquiocavernoso, bulboesponjoso y
uretral), lo cual que resulta en la ereccion del pene y la eyacula-
cion propiamente dicha (Figura 3).
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Figura3. Electroeyaculador y materiales necesarios para
la recolecciéon de semen.

Antes de la utilizacion del electroeyaculador se procede a la pre-
paracion del animal, lo cual incluye: recortar los pelos del orifi-
cio prepucial y limpiar el exceso de sucio (bosta y barro), si es
necesario se debe lavar y secar cuidadosamente el area. Un
ayudante procede a limpiar el recto y a estimular mediante ma-
saje transrectal las glandulas accesorias (glandulas vesiculares
y ampollas de los conductos deferentes) y, posteriormente, se
introduce el electrodo adecuado (Figura 4).

Cuando se utiliza la eletroeyaculacién se inician los estimulos a
minima intensidad y ritmicamente se incrementa, de acuerdo
con la reaccion del animal, cada estimulo debe durar menos de
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. . = W L z
Figura4. Preparacion del macho para la recoleccion via
electroeyaculador (lavado y corte de pelos del
prepucio).
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un segundo y se deben aplicar entre cinco y 10 estimulos por
cada grado de intensidad. Las reacciones son muy variables en-
tre animales y aun en el mismo animal.

El recolector debe ser capaz de reconocer la fraccién preesper-
matica y so6lo recolectar la segunda fraccién rica en espermato-
zoide. Para la recoleccién del eyaculado se utiliza un aparato,
el cual consiste en un aro de plastico con mango que sostiene
un embudo de latex o plastico y un tubo graduado para la reco-
leccidén del eyaculado (Figura 5), este ultimo se protege con un
envase plastico y agua a 37 °C.

Régimen de coleccién de semen: Si se cuenta con reproduc-
tores de alto valor genético y se desea obtener el mayor niumero
de dosis de semen de alta calidad a fin de transmitir esas cuali-
dades a un mayor numero de descendientes, se dispone de dos
recursos para aumentar el numero de espermatozoides recogi-
dos por unidad de tiempo, ellos son: la preparacion sexual previa
a la coleccidn, cuyas ventajas son reconocidas y el aumento de
la frecuencia de eyaculacion.

Estudios en la raza Holstein sugieren una frecuencia de recolec-
cion de dos eyaculados dos veces por semana para reproducto-
res de 44 meses. Mientras que estudios en las razas Brahman
rojo y blanco sugieren una frecuencia de dos eyaculados una
vez por semana en reproductores de 48 a 60 meses; recomen-
dandose una abstinencia sexual entre cinco y siete dias al iniciar
el periodo de recoleccion.

El intervalo de recoleccion de semen es de suma importancia,
debido a que una alta frecuencia puede afectar la concentracion
espermatica y la madurez de los espermatozoides. Por el con-
trario, una baja frecuencia de coleccion puede afectar la motili-
dad espermatica y su vitalidad.
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Figura5. Semen recolectado por medio de electroeyaculador.
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Evaluacion de semen
de bovino

Para considerar a un toro como apto desde el punto de vista
reproductivo, asumiendo que es un animal clinicamente sano,
este debe cumplir con tres requisitos basicos: buena libido, buen
estado clinico reproductivo y buena calidad espermatica. La
evaluacion del semen es un elemento importante para la cer-
tificacion de la aptitud reproductiva en un toro. Una vez que el
semen recolectado llega al laboratorio, este se debe colocar en
bafo Maria, a una temperatura de 37 °C para comenzar con su
evaluacion.

La evaluacion macroscopica del semen debe incluir los parame-
tros siguientes:

Volumen: primero se registra el volumen contenido en el tubo
graduado de recoleccion, luego con el uso de una pipeta gradua-
da se aspira toda la muestra y se registra su volumen. En cuanto
al volumen existen algunos valores de referencia, tanto para el
semen obtenido can vagina artificial como para las recoleccio-
nes con electroeyaculador.

Se ha sefalado, basado en experiencias con vagina artificial,
que el eyaculado de un toro joven tiene en promedio un volumen
mayor a dos mililitros, mientras que un toro adulto tiene un vo-
lumen mayor a cuatro mililitros. Las pruebas con electroeyacu-
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lador indican como valores normales volumen superior a cinco
a siete mililitros. Al multiplicar el volumen por la concentracion
espermatica, se obtiene el numero total de espermatozoides por
eyaculado.

Color: generalmente el semen es de color blanco y la densidad
de la muestra estara en relacion directa con la concentracion de
espermatozoides. Las muestras mas densas seran de color y
aspecto mas cremoso, mientras que las mas diluidas, seran de
aspecto lechoso y hasta completamente claro y transparente,
como es el caso de aquellos animales con oligospermia o azoos-
permia. En el cuadro 2 se muestra la relacion entre el color del
semen recolectado y su concentracion en numero de esperma-
tozoides por milimetros cubicos (mm?3).

En algunos toros se puede observar eyaculados de color amari-
llento; esto se corresponde con un pigmento llamado riboflavina
que se produce en las glandulas seminales y que es inocuo.
También se puede observar una coloracion rojiza, la cual indi-

Cuadro 2. Relacion entre el color del semen recolectado y
su concentracion en numero de espermatozoi-
des por milimetros cubicos (mm?).

Color N° de espermatozoides (esp)
Blanco cremoso >1000000 esp./mm?3
Blanco lechoso 800000 — 600000 esp./ mm?3
Blanco acuoso < 50000 esp./ mm3

Fuente: Rosemberger, 1981.
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ca la presencia de sangre fresca, mientras que un color pardo
sefala la presencia de sangre mas vieja (hemolizada), denomi-
nandose ambos tipos como hemospermia. Una coloracién gris
indica sucio. Los eyaculados con muy pocos espermatozoides
tienen una coloracion amarillo-verdosa. El pus en el eyaculado
se reconoce frecuentemente por los fléculos (piospermia).

Olor: las muestras de semen recogidas higiénicamente de toros
sanos Y fértiles tienen un olor catalogado como sui géneris, es
decir, un débil olor aromatico como a yema de huevo. Son moti-
vo de rechazo un olor urinoso o putrido, el cual se produce luego
de contaminacion, por ejemplo: materia fecal.

Aspecto: se entiende poraspectodel semenalapresentacionlue-
go de su coleccion, este puede ser: limpio, homogéneo, grumoso,
sucio. El aspecto del semen va a depender del numero de es-
permatozoides por milimetros cubicos, a los componentes de
secrecion de las glandulas accesorias y eventuales agregados,
como: sangre, pus, células epiteliales y suciedad.

Densidad macroscoépica: para la densidad macroscépica se
ha establecido un criterio basado en intervalos de concentra-
cion espermaticos, dependiendo de la opacidad de las mues-
tras, lo cual indica una mayor 0 menos concentracion esperma-
tica. En el cuadro 3 se indica la densidad macroscopica en base
al numero de espermatozoides por mililitro (concentracion).

La evaluacion microscépica debe incluir los elementos siguientes:

Motilidad masal: la evaluacién de la motilidad masal indica la
capacidad de movimiento de los espermatozoides en el eyacu-
lado como un todo. En el caso del toro, por ser un eyaculado,
generalmente, muy concentrado se puede realizar este proce-
dimiento.
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Para evaluar la motilidad masal se toma una gota de semen con
una pipeta (una gota de semen entero es de 10 a 20 microlitro
- ul), se coloca sobre un portaobjeto a 37 °C y se observa sin
necesidad de cubreobjetos, en campo claro a un aumento de
100X.

El movimiento en masa dependera de tres factores: concentra-
cion espermatica, porcentaje de espermatozoides moviles en
progresion lineal y velocidad de progresion de los espermatozoi-
des (Figura 6).

Cuadro 3. Densidad macroscoépica con base en el numero
de espermatozoides por mililitro (ml).

Densidad
macroscopica

N° de espermatozoides

Azoospermico 0 espermatozoides en el eyaculado
Oligospermico Menor de 200 mill. Esp./ml
Ralo 200 — 500 mill. Esp./ml
Semidenso 500 — 800 mill. Esp./ml
Denso 800 — 1500 mill. Esp./ml
Densisimo Mayor de 1500 mill. Esp./ml

Fuente: Rosemberger, 1981.
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Figura 6. Evaluacién de la motilidad masal, A) Colocaciéon
de gota de semen en el portaobjetos y B) Obser-
vacién microscépica (100X).
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En el Cuadro 4 se muestra la clasificacion de la motilidad masal
presente en eyaculados de bovinos.

Cuadro 4. Clasificacion de la motilidad masal.

Valor Clasificacion Descripcion
1 Excelente Olas rapidas (+++)
2 Bueno Olas lentas (++)
3 Regular Movimiento irregular (+)
4 Malo Movimiento esporadico (-)

Fuente: Rosemberger, 1981.

Motilidad individual: la motilidad individual en una muestra de
semen se expresa como el porcentaje (%) de células moviles
bajo un campo microscopico. Un espermatozoide de motilidad
progresiva es aquel que se mueve de un punto a otro en una
linea mas o menos recta. Gran parte de los espermatozoides
podran tener otros tipos de motilidad; esto incluye movimientos
circulares, asi como inversos, debido a anormalidades en la cola
y a un movimiento de vibracién o de oscilacion, asociado a me-
nudo al envejecimiento.

El examen de la motilidad individual se debe hacer con la ayuda
de un microscopio de contraste de fases, con un aumento entre
200X y 400X y a una temperatura de 37 °C, la cual se puede
mantener constante con una platina calentadora termo regulable
adherida al microscopio. Esta valoracidn es cuanti-cualitativa, ya
que se evalua la tasa de espermatozoides en movimiento de 0
a 100% vy la calidad, segun el tipo de movimiento (progresion
lineal, progresion no lineal, no progresivo e inmoviles).
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El semen de toro es demasiado concentrado como para ha-
cer una determinacion exacta de la motilidad individual, sin
diluir el semen. Un volumen pequefio de la muestra se debe
diluir con una solucion isoténica (con la misma concentracion
de iones libres que en el semen), para poder observar indivi-
dualmente a los espermatozoides. Se utiliza cloruro de sodio a
0,9% o citrato de sodio a 2,9%. Luego se coloca una gota dilui-
da (10 a 12 microlitros - ul) en un portaobjeto y se cubre para
observar al microscopio. En toros esto requiere de una dilucion
de uno en 100 (Figura 7).

En el Cuadro 5 se muestra la clasificacion dada a la motilidad
individual en eyaculados de bovino.

Cuadro 5. Clasificacion de la motilidad individual en eya-
culados bovinos.

Descripcion Valor Clasificacion
1 Excelente >70%
2 Bueno 50 - 70%
3 Regular 30 — 50%
4 Malo < 30%

Fuente: Rosemberger, 1981.

36



Evaluacion del potencial reproductivo del macho bovino

i L I I L
Figura 7. Evaluacién de la motilidad individual: A) Coloca-
cion de gota de semen diluido en el portaobjetos
y B) Observacion microscépica (100X).
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Vitalidad: existe un conjunto de técnicas que permiten una co-
loracion selectiva entre espermatozoides vivos y muertos, esto
como consecuencia de los cambios bioquimicos que se produ-
cen tras la muerte del espermatozoide (accidn cromacitolégica).

La técnica se realiza extrayendo una gota, de aproximadamente
10 microlitos (ul) de semen puro y colocandola sobre la punta
de un portaobjetos limpio y desengrasado, previamente atempe-
rado a 36-37 °C sobre la platina térmica. Sobre esta gota se
coloca una gota de aproximadamente 30 microlitos (ul) del colo-
rante vital eosina, el cual debe estar a la misma temperatura del
semen en un tubo de ensayo dentro de un bafio Maria (Figura
8). Se mezcla semen y colorante suavemente, con la punta de la
pipeta por aproximadamente 20 segundos. Luego con otro por-
taobjetos, también atemperado, se apoya sobre el borde de la
gota para que por capilaridad se distribuya sobre el portaobjetos,
luego se levanta y se realiza el extendido en forma firme. Se deja
secar sobre la platina térmica y se procede a su lectura.

Elfundamento de esta técnica es el siguiente: el colorante penetra
la membrana de los espermatozoides muertos, dejando sin tefir
los que se encontraban vivos al momento de realizar la tincion.
Para sacar el porcentaje de espermatozoides vivos se procede a
observar el frotis a 400 aumentos, contando en guarda griega to-
dos los espermatozoides de cada campo evaluado, discriminando
los que estan tenidos, como muertos, y los sin tefir, como vivos.
Se cuentan no menos de 100 células y se saca el porcentaje. Se
considera como valor minimo aceptable 70% de espermatozoides
Vivos.

Otros sustitutos eficaces de la eosina como colorante vital son el
rosa de bengala, la eritrosina, el verde cresol o el azul de bromo-
fenol con el que se ha tenido mas claridad en la interpretacion;
mientras que, en todo caso, como colorantes de fondo se pre-
fiere el azul de anilina o la nigrosina. Con el colorante eosina-
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Figura8. Colocacién de la gota de semen diluido (A) y la gota
del colorante vital (B).
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nigrosina los espermatozoides muertos aparecen tefiido en rojo
0 en rosa, mientras que los vivos quedan sin tefiir.

Morfologia del espermatozoide: el sistema de clasificacion que
ha sido aceptado ampliamente en bovinos es el de las atipias o
defectos espermaticos primarios y secundarios. Por definicion,
un defecto primario es el que se origina dentro del testiculo du-
rante la espermatogenesis, mientras que un defecto secundario
es el que se origina dentro del epididimo.

Se ha demostrado la correlacion entre defectos morfolégicos del
espermatozoide e infertilidad y se ha establecido 30% como un
porcentaje aceptable o maximo permitido de atipias, es decir, se
acepta 70% de espermatozoides normales. Se ha establecido
un limite de defectos de la cabeza de 15 a 20%, mientras que
defectos del acrosoma y defectos de la cola se toleran en 25%.

Se han desarrollado muchos métodos o pruebas para valorar
la morfologia espermatica, las cuales se pueden conseguir con
coloraciones sencillas, como la eosina-nigrosina-giemsa facil de
realizar cuando se evalua un semen tal a campo (Figura 9).

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacién del
ovulo por el espermatozoide por contener las enzimas necesa-
rias para la penetracion del cumulo oophurus y de la zona peluci-
da. La reaccion acrosomal, previa a la fecundacion, produce
puntos de fusion de la membrana apical celular con la membra-
na externa del acrosoma y forma vesiculas para que el conteni-
do enzimatico pueda ser liberado ejerciendo su actividad sobre
el ovocito.

Las alteraciones del acrosoma o del proceso de capacitacion
inhiben la fecundacion de la célula espermatica, mientras que
el proceso de congelacién de semen produce dafos en la mem-
brana del espermatozoide y del acrosoma, a pesar de la presen-
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cia de un agente crio protector en el diluyente de congelacion.
Este agente reduce los danos al acrosomap pero siempre se
espera una reduccion en la motilidad individual como producto
del deterioro de la membrana y del acrosoma.

La integridad del acrosoma se puede evaluar con diferentes mé-
todos microscépicos y utilizando diferentes técnicas de tincion,
como Giemsa, Naphtol amarillo y eritrosina B. Sin embargo, el
método mas practico y rutinario es la fijacion en glutaraldehido y
observacion en un microscopio de contraste de fase.

El aumento de espermatozoides con dafio en el acrosoma pre-
congelacion es una evidencia de baja calidad seminal y se
puede incluso recomendar el descarte de esa muestra para

Figura9. Evaluaciéon microscoépica de la vitalidad y mor-
fologia espermatica (400X).
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congelacion. El aumento excesivo de acrosomas dafados pos-
congelacion pudiera indicar algun problema en el proceso de
congelacion o estar relacionado con una composicion lipidica de
la membrana anormal que incide en una mayor susceptibilidad
del espermatozoide al enfriamiento.

Concentracién espermatica: la concentracion de espermato-
zoides se expresa como el numero de espermatozoides por ml.
La determinacidon de la concentracion zoospérmica se lleva a
cabo en forma simple mediante métodos semejantes al recuento
de glébulos rojos realizado en hematologia.

El recuento directo de células espermaticas se realiza utilizando
el hemocitometro. EI hemocitometro (Camara de Newbauer) fue
disefiado para contar eritrocitos, la cual consiste en una lamina
especial que tiene dos camaras de conteo.

Las camaras de conteo tienen 0,1 milimetro de profundidad y
un area graduada en el fondo de la camara de un milimetro al
cuadrado. Esta cuadricula central se divide en 25 cuadros mas
pequefios. Al conocerse la profundidad y el area es posible de-
terminar el numero de espermatozoides en un volumen dado
(Figura 10).

Por lo general, se utiliza un factor de dilucién de 1 en 200 en
el caso del semen del toro, la solucion utilizada para diluir el
semen debe inmovilizar a los espermatozoides de tal manera
que se pueda llevar a cabo el recuento; normalmente se utiliza
una solucion de cloruro de sodio a 3% (solucion hiperténica) o
solucion salina formulada al tres por mil. De esa dilucion se to-
man unos 20 microlitos (ul) y se depositan en el hemocitometro.

Para el calculo de la concentracién espermatica se cuenta el
numero de espermatozoides en cinco de los 25 cuadras de la
cuadricula central (las cuatro esquinas y el centro). Este resulta-
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do se multiplica por cinco que representa los cinco cuadros, por
200 que representa la dilucion y por 10 que representa la altura
de la camara. De esa forma se obtiene el numero de esperma-
tozoides por milimetros cubicos. El resultado se multiplica por
1.000 y se transforma en una medida volumétrica, entonces, la
concentracion queda expresada en cantidad de espermatozoi-
des por mililitro.

Caracteristicas fisicoquimicas: el test de pH, generalmente,
se incluye en los analisis de rutina como un parametro orienta-
dor. El pH viene dado por el resultado de las secreciones acidas

Figura 10. Camara de conteo para la determinacién de la
concentracion de espermatozoides por mililitro
(numero de espermatozoides por mililitro).
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provenientes de la prostata y las secreciones alcalinas de las
vesiculas seminales. El pH en el semen del toro oscila entre 6,6
y 6,9 hasta 7 como valor normal. Si el pH excede de 7 se puede
sospechar de algun tipo de infeccion y probablemente, en ese
caso, disminuya la secrecion de productos acidos de la prostata,
como el acido citrico. Se pueden registrar también valores de pH
anormales en el caso de eyaculacidén incompleta.

Valores de pH extremadamente acidos (>6,5) se encuentran en
casos de agénesis o oclusion de las glandulas vesiculares. El pH
se mide con un papel indicador, el cual se coloca en el semen sin
diluir inmediatamente después de su recoleccion y enseguida
después de diluir la muestra, para ello se deja caer una gota del
semen mediante una pipeta capilar sobre el papel indicador y el
reverso humedecido de este se compara inmediatamente con la
escala de color de pH.
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Dilucion y congelacion
de semen de bovino

Una vez que los espermatozoides son eyaculados, la supervi-
vencia de los mismos en el plasma seminal solo se limita a po-
cas horas. Por lo tanto, con el fin de mantener a los espermato-
zoides vivos y con buena motilidad durante periodos mas largos
de tiempo, enfriar o crioconservar, se hace necesaria la dilucion
del eyaculado con soluciones protectoras.

Se han utilizado diferentes soluciones como diluyentes o expan-
sores del semen, la mayoria son variaciones de unas cuantas
férmulas principales, casi todos los diluyentes para preservar se-
men o congelarlo tienen yema de huevo o leche descremada o
bien una combinacion de esos dos ingredientes basicos.

Los constituyentes de un buen diluyente para la preservacion y
crioconservacion de semen deben reunir las caracteristicas si-
guientes:

- Abastecer de nutrientes como fuente de energia para el meta-
bolismo espermatico, los azucares simples, como glucosa o
fructosa, proporcionan esa fuente de energia al espermato-
zoide y los disacaridos y trisacaridos no son metabolizados
para la obtencién de energia, sino que actuan como criopro-
tectores adicionales.
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Proteger a los espermatozoides contra el efecto danino del en-
friamiento rapido, con ese fin son utilizados la yema de huevo
o la leche para proteger a los espermatozoide del choque frio,
especialmente, en el paso del eyaculado de la temperatura
corporal a 5 °C en el proceso de congelacion, también estas
sustancias organicas tienen nutrientes, los cuales son utiliza-
dos por los espermatozoides.

Proporcionar un ambiente de pH estabilizado para prevenir
los cambios dafinos en el pH cuando se forma acido lactico,
la solucion buffer mas usada es el Buffer Tris, el cual mantiene
el pH casi neutro.

Mantener la presién osmoética adecuada y el equilibrio electro-
litico correcto.

Inhibir el crecimiento bacteriano, para ello se utiliza antibioti-
cos, como Lincospectin, Penicilina o Estreptomicina.

Aumentar el volumen del semen de tal manera que se pueda
usar para multiples inseminaciones.

Proteger a las células espermaticas durante la congelacion,
en este caso se utiliza glicerol el cual desplaza el agua de
la célula espermatica impidiendo la formacion de cristales de
hielo.

En el Cuadro 6 se presentan las férmulas para la preparacion

de

un litro de los dos diluyentes mas usados en criopreservacion

seminal, el Tris — Yema — Glicerol y el Citrato — Yema.
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Cuadro 6. Formula de los diluyentes mas utilizados en la
criopreservacion de semen de bovino.

Producto Cantidad
Tris — Yema — Glicerol
Buffer Tris 24,22 gr
Acido citrico 13,60 gr
Fructosa 10,00 gr
Antibidtico Lincospectin 3 mi
150 mg/ml
Glicerina 60 ml
Yema de Huevo 200 ml
Agua Destilada 737 ml
Citrato — Yema
Citrato de Sodio 74 partes
Yema de Huevo 25 partes
Glucosa 1 parte
Penicilina 1.000 u/ml
estreptomicina 500 mg/ml

Fuente: Salisbury et al., 1982.
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Calculo del numero de dosis para diluir y congelar

Titulo de diluciéon tomando en consideracion el numero de esper-
matozoide por dosis:

Pajuelas mini: N° esp./dosis: 20.000.000
Volumen Dosis: 0.25 ml

Pajuelas media: N° esp./ dosis 30.000.000
Volumen Dosis: 0.5 ml

a) Calculo del numero de dosis para la muestra de semen:

Volumen eyaculado x Concentracién espermatica (esp./ml)
x Motilida individual

Numero de Dosis N° esp./ dosis
b) Calculo del volumen de diluyente a utilizar:

N° de dosis x volumen de la pajuela a utilizar

Al volumen de diluyente calculado, descontar el volumen de se-
men para obtener el volumen real de diluyente a utilizar.

Dilucién: en el proceso de dilucion el semen, el diluyente y los
frascos de dilucion deben estar a una temperatura de 37 °C.

Enfriamiento progresivo: consiste en bajar la temperatura del
semen diluido de 37 °C a 5 °C, este proceso debe ser controlado
periédicamente de manera que la disminucidn de la temperatura
sea de forma lenta y gradual, durante aproximadamente 45 a 60
minutos para evitar los dafios causados por el choque térmico.
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Equilibracion (estabilizacién): proceso que consiste en mante-
ner a 5 °C por un periodo de tres a seis horas para acondicionar
los espermatozoides a la congelacion posterior, durante este pe-
riodo se procede a efectuar la identificacion, llenado y sellado de
las pajuelas.

Congelacion horizontal: consiste en realizar la congelacion de
las pajuelas de semen colocadas en la rampa de congelacion en
los vapores del nitrogeno liquido, por un tiempo de 10 minutos. A
una temperatura aproximada de 110 °C.

Almacenamiento temporal: las pajuelas permanecen en nitré-
geno liquido a una temperatura de -196 °C, hasta realizar el exa-
men microscopico a las 24 horas y a los 15 dias poscongelacién
para verificar la motilidad individual.

Almacenamiento definitivo: las pajuelas permanecen en nitré-
geno liquido a una temperatura de -196 °C, si reunen buenas ca-
racteristicas de supervivencia espermatica (motilidad individual
poscongelacion).
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Evaluacion del semen
congelado

Entre las caracteristicas microscopicas en el examen de rutina
poscongelacién pueden sefalar las siguientes:

Motilidad individual y vigor espermatico: la motilidad de una
muestra de semen recientemente obtenida no es una buena pre-
diccion de su fertilidad, ni de la capacidad de los espermatozoi-
des para sobrevivir al proceso de congelacion.

La evaluacion de la motilidad individual en semen fresco es im-
portante para la identificacion de eyaculados, los cuales pudieran
estar por debajo del valor normal (50% de motilidad individual),
por lo que muestras con esos valores deberian desecharse. Esto
implica que si ella es muy baja en semen fresco, esta tendera a
disminuir aun mas en la evaluacion poscongelacién y reducira el
numero de dosis, debido al proceso de congelacion.

La valoracién exacta del porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva es de gran importancia después de la con-
gelacién. Se ha demostrado que una fertilidad 6ptima se produ-
ce cuando el numero de espermatozoides moéviles en progresion
poscongelacién varia entre cinco a 15 millones por unidad o do-
sis, dependiendo del grado de fertilidad del toro. Debido a que
el semen de diferentes toros varia fuertemente en el porcentaje
de células que sobreviven a la congelacion, el numero total de
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espermatozoides colocados en cada dosis puede ser diferente
de un toro a otro.

Sielcaracterdemotilidadprogresivaparaelsemendeuntoromuyfér-
tiles de 50% poscongelacion, la concentracion total de espermato-
zoides en cada dosis puede variar desde 10 a 20 millones. Por
otra parte, sila motilidad individual tras la descongelacion se halla
normalmente alrededor de 25% en otro toro, la concentracion
total de espermatozoides por dosis debera ser mayor. Conforme
varia la motilidad individual tras la descongelacion, la concentra-
cion total de espermatozoides por dosis debe ser ajustada.

Para la evaluacion del semen poscongelacion, este debe ser in-
cubado a 37°C durante dos horas. Esta evaluacion es conocida
como prueba de termo resistencia o de incubacién. El porcentaje
de motilidad progresiva y el vigor son determinados inmediata-
mente después de descongelado el semenyluegode dos horasde
incubacion. Una gota de semen delgada y uniforme se coloca
entre porta y cubreobjetos tibios, procediendo a evaluar a 100
aumentos el porcentaje de espermatozoides con motilidad pro-
gresiva y, luego, la tasa de progresion (vigor).

La motilidad individual posdescongelacion puede ser cuantifica-
da utilizando la escala indicada en el Cuadro 7.

El semen de buena calidad, el cual ha sido recientemente des-
congelado, normalmente tiene entre 40-50% de espermatozoides
con motilidad progresiva y un vigor de tres a cuatro puntos. Des-
pués de dos horas de incubacion, estos valores, generalmente,
disminuyen de 10-15% y un punto, respectivamente.
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Cuadro 7. Clasificacion de la motilidad del semen descon-

gelado.
Escala Clasificacion
0 Sin Movimiento
1 Ligera ondulacion o vibraciéon de cola,
sin progresién
o Progresion lenta, incluyendo detencion
y comienzo de movimiento
3 Movimiento progresivo continuo y moderada
velocidad
4 Movimiento progresivo rapido
5 Movimiento progresivo muy rapido

Fuente: Catena, 1999.

Las normas minimas para motilidad y vigor son las siguientes:

Cuadro 8. Valores minimos de vigor y motilidad del semen
descongelado

% esp. Movilidad

Hora/descongelado . Vigor
progresiva
0 25 3
2 15 2

Fuente: Catena, 1999.
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Porcentaje de acrosomas intactos: la determinacion del
porcentaje de acrosomas intactos es un método morfolégico
de medicion de la viabilidad posdescongelacion, el cual tiene
correlacion con la fertilidad. Es un valioso complemento de la
motilidad, para determinar la viabilidad y fertilidad potencial
del semen congelado.

Para examinar el acrosoma, el movimiento de los espermato-
zoides debe ser detenido. Esto se logra mezclando el semen
con glutaraldehido bufferado a 0,2%, que fija las membranas
y previene su deterioro posterior.

La preparacién puede ser hecha sobre el portaobjeto, colo-
cando una pequefa dosis de semen proxima a una gotica de
glutaraldehido mezclandolas bien y colocandoles un cubreob-
jetos. Doscientas células deben ser examinadas a 1.000 au-
mentos, inmediatamente después de descongelado el semen
y luego de dos horas de incubacion.

Los valores minimos porcentuales para una clasificacion sa-
tisfactoria del acrosoma del semen descongelado, de acuedo
a Catena (1999) son:

50% de acrosoma intactos para cero hora de descongelacion
35% de acrosoma intactos para dos horas de descongelacién

Morfologia espermatica: Se realiza igual que el semen fres-
co con un minimo de espermatozoides normales del 70%. Un
conteo de 100 células es satisfactorio cuando no existen pro-
blemas mayores. Cuando un gran numero de defectos esper-
maticos esta presente, hasta 500 células deben ser contadas
para obtener un espermiograma preciso.

Concentracion: La concentracion de una pajuela de 0,25 mi-
lilitros o 0,5 mililitros varia entre 20 a 30 millones de esperma-
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tozoides totales por pajuela, de los cuales al ser descongela-
do deben existir un minimo de 10 millones de células méviles
por pajuela.

Para ello se realiza una diluciéon de 1/200 de la pajuela en so-
lucion salina formulada y se hace el recuento en la camara de
Newbauer. Luego se multiplica el resultado por 5.000.000 y
por el porcentaje de espermatozoides mdéviles, obteniéndose
el numero total de espermatozoides maviles por dosis.

Examen microbiolégico: la contaminacion del semen por la
flora bacteriana, bien sea del tipo sanitario o por deficiencias
de la higiene, incide enormemente en la economia y en deter-
minados aspectos de la reproduccion de la hembra, como
disminucién de la fertilidad y aumento de la mortalidad em-
brionaria. Puesto que muchos microorganismos no tienen su
origen ni en los testiculos ni en las glandulas accesorias, es
muy importante seguir correctamente los procedimientos de
recoleccion para minimizar el riesgo de contaminacién del se-
men.

Es importante hacer un buen control microbioldgico del se-
men, ya que a veces se pueden encontrar altas concentracio-
nes de bacterias, lo cual hace descender significativamente la
capacidad de crioconservacion y la fertilidad de ese semen.

Los problemas de contaminacién se resuelven mediante prue-
bas de sensibilidad de estos agentes frente a antibioticos,
adicionandose a la dosis seminal para conseguir una buena
inhibicion del crecimiento bacteriano.

Examen biolégico: debido a que la fecundacion es una de
las claves para determinar la fertilidad in vivo de un macho, el
desarrollo de la técnica de fecundacion in vitro se ha conver-
tido en un procedimiento eficaz para predecir la fertilidad in
vivo de un macho.
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La fecundacién in vitro consiste basicamente en la exposicion
de ovocitos maduros a espermatozoides capacitados, de tal
forma que la fecundacion se produzca fuera del aparato geni-
tal de la hembra, o sea, in vitro, en un laboratorio especializa-
do de investigacion en biotecnologia reproductiva.

Los ovocitos se pueden obtener a partir de ovarios de mata-
dero por puncion de foliculos de dos a cinco milimetros de
diametro, los cuales se maduran posteriormente in vitro en
un medio especial de maduracion, el cual, generalmente, es
TCM-199 suplementado con piruvato de sodio, lactato de so-
dio, gentamicina y algunos medios adicionan hormona folicu-
lo estimulante (10 miligramos por mililitro), ademas de 20% de
suero de vaca en estro (que contiene hormona luteinizante y
hormona foliculo estimulante).

La duracion total del cultivo para madurar los ovocitos es de
24 a 27 horas. Pasado ese tiempo, los ovocitos son conside-
rados maduros cuando ellos responden a los criterios siguien-
tes:

1) Expansion de los cumulos.

2) Aparicién del primer glébulo polar.

3) Aumento del espacio perivitelino y modificaciones cito-
plasmaticas: esclarecimiento periférico, condensacion,
entre otras.

Tras la maduracion, se ponen en contacto los ovocitos con los

espermatozoides capacitados (seis a ocho horas) y tras incuba-
cion se determina la tasa de penetracion.
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Consideraciones finales

Con el desarrollo de las técnicas de inseminacion artificial y tras-
plante de embriones en bovinos, se ha visto la necesidad de
evaluar mas rigurosamente el semen del macho reproductor, ya
que resulta en un factor determinante para el éxito en la aplica-
cion de las mencionadas biotecnologias reproductivas. Por tal
motivo, el analisis basico del semen se ha enriquecido con la
incorporacion de nuevas técnicas y equipos para determinar con
mayor exactitud las caracteristicas convencionales del semen y,
ademas, de la incorporacion de nuevos parametros.

Cabe destacar que un macho reproductor no sélo debe producir
semen de alta calidad para ingresar a un programa reproductivo,
si no también, debe poseer todas las herramientas fisiologicas
necesarias que le permitan realizar efectivamente un servicio y
asi de esta forma, poder ser clasificado como satisfactorio y ser
seleccionado como reproductor.

Por lo tanto, para garantizar la exactitud de los resultados del
analisis del semen es necesario contar con profesionales es-
pecializados en el area, ya que son ellos los que decidiran me-
diante la evaluacion, si un macho reproductor entra 0 no a un
programa de servicios dentro de una unidad productiva o centro
de congelaciéon de semen e inseminacion artificial.
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