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I. INTRODUCCION

La evaluacién seminal en toros en especial en aquellos seleccionados como
reproductores es fundamental para evitar problemas de sub-fertilidad e infertili-
dad en el rebafio. Existen muchos factores que pueden afectar la calidad del se-
men de esos reproductores como lo son los factores medioambientales, el estado
nutricional, las condiciones sanitarias y el manejo. Se utilizan diferentes métodos
de uso rutinario para evaluar la calidad seminal en los Centros de Inseminacion
Atrtificial (I.A.) o en los Laboratorios de investigacién en Reproduccién Animal.
Los métodos deben tener gran precision y deben ser ademas sencillos, econémi-
cos y rapidos, de manera que permitan detectar a tiempo cualquier cambio en la
calidad del semen de los reproductores que pudieran afectar la capacidad fértil
del mismo.

Cuando se evaltia semen, se esta evaluando calidad seminal. La calidad se-
minal viene dada por la comparacion de los parametros obtenidos al evaluar el se-
men de un toro con los valores que son considerados como normales para un toro
reproductor adulto. Los valores normales o estandares del semen fresco se han es-
tablecido por el estudio, a lo largo de muchos afios, de un nimero de eyaculados,
del orden de cientos de miles; esos valores normales estan directamente relaciona
dos con la fertilidad. EI macho en monta natural significa mas o menos la mitad
del rebafio pero en la I.A. constituyen una parte muy significativa en muchos re-
bafios, de ahi laimportancia de seleccionar los machos superiores no sélo de valor
genético y buena libido sino que también por mostrar semen de elevada calidad y
fertilidad.

La correcta ejecucién del método para analizar el semen requiere de un pro-
fesional que esté debidamente entrenado y que haya adquirido la experiencia 'y
los criterios para evaluar cada uno de los pardmetros que se determinan; de esta
manera el analisis es méas rapido y confiable. Ademas, en la actualidad se han de-
sarrollado una serie de ensayos bioquimicos que sirven de apoyo y que le ofrecen
aun mas bases cientificas al método de andlisis del semen necesario para estable-
cer el potencial fértil del espermatozoide. Finalmente es recomendable establecer
controles de calidad para reducir los errores inter-observadores e incrementar la
repetibilidad de los resultados.

II. CARACTERISTICAS Y PARAMETROS UTILIZADOS EN LA EVALUA-
CION DE SEMEN

A continuacion se muestran en el cuadro 1 las caracteristicas y los parame-
tros que se evaltian en el anélisis del semen que se realiza en los Centros de Conge-
lacion de semen e I.A. y en los Laboratorios de Investigacion en Reproduccion
Animal.
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Cuadro 1
Evaluacion de rutina del semen fresco en el Centro de Congelacion
de Semen e |.A. y Laboratorio de investigacion en reproduccion animal

Caracteristicas Macroscopicas Volumen (ml)
Color, olor y aspecto

Caracteristicas Microscopicas Motilidad masal(1-4)
Motilidad individual (%)
Vitalidad (%) y Morfologia (%)
Concentracién espermatica (# esperm/ml).

Caracteristicas Fisico-Quimicas pH

Cuando se congela el semen que va a ser utilizado en I.A., este sufre un dete-
rioro en lamembrana plasmaticay en su acrosoma a causa del proceso de congela-
cion. Esto se ve reflejado en una disminucién en la motilidad individual (Ml)
cuando se evalla el semen post-congelacién. Por tal motivo, como se sefiala en el
cuadro 2, es necesario el examen de rutina de la Ml post-congelacion, justo des-
pués de terminar el proceso de congelacién y 7 a 14 dias post-congelacién. La Ml
post-congelacién tiene una disminucién en promedio de un 30 a 40% en relacion a
la Ml en el semen fresco; sin embargo hay toros cuyo semen se ve menos afectado
en su MI post-congelacion. Esto es debido a que se ha determinado que la suscep-
tibilidad de la célula al enfriamiento esta relacionada con la composicién lipidica
de lamembrana del espermatozoide. Los avances en el desarrollo de técnicas han
permitido evaluar lacomposicion lipidica de la membrana espermaticay compro-
bar como se afecta tanto por el proceso de congelacidn (consecuencias fisicas y
guimicas) como por el manejo del semen.

Cuadro 2
Evaluacidn del semen congelado en el Laboratorio
de Investigacion en Reproduccion Animal

Caracteristicas Microscopicas Motilidad individual (%)
(examen de rutina). Morfologia espermatica (%)
Examen Bioquimico Espermatozoide: Acrosina

Actividad de Aspartato aminotransferasa (AAT)
Fosfolipidos de la membrana

Estabilidad de la cromatina

Plasma seminal : lones y marcadores bioquimicos

Examen Microbioldgico Bacterias y virus

Examen Bioldgico Fecundacion in vitro

Para cualquiera de los métodos utilizados en la obtencion del semen, existen
algunas recomendaciones para la toma de la muestra y el examen de la misma [8],
las cuales tienen como objetivo la estandarizacion en la obtencién de la muestray
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la evaluacién de una muestra realmente representativa de cada toro. Entre las re-
comendaciones que inciden en la representatividad de la misma se sefialan:

— Cada eyaculado se debe obtener sin pérdidas ni contaminaciones
— Lasuperviviencia de los espermatozoides no debe estar afectada

— Los valores obtenidos para los parametros seminales con cualquier méto-
do que se elija, deben ser similares o lo mas cercanos que los indicados
como normales para el servicio natural

— Lasanidad y la libido del animal deben ser controladas
— El método de recoleccion debe ser sencillo.

A continuacién se explica de manera general cuales son y como se evalUan
cada uno de los pardmetros seminales, dando a conocer sus valores normales para
establecer los criterios de calidad seminal.

I1l. EVALUACION DE RUTINA EN EL CENTRO DE CONGELACION DE
SEMEN e L. A.

1. Evaluacion en Semen fresco. Caracteristicas Macroscépicas

Esta evaluacion se realiza inmediatamente después de cada recoleccion. De
esta evaluacioén se van a obtener los valores que van a determinar el nimero de
dosis a congelar. Los valores mas importantes que determinan la produccion de
dosis de inseminacidn son el volumen, la motilidad individual (M), la concentra-
cion espermatica y la morfologia.

Primero se mide el volumen en el tubo de coleccion, en una probeta gradua-
da o por aspiracion de toda la muestra en una pipeta graduada. Los materiales de-
ben estar debidamente esterilizados, en especial si la muestra se va a utilizar para
congelacion o cultivo. La medida se expresa en mililitros (ml). Para el volumen
existen algunos valores de referencia tanto para el semen obtenido con vagina ar-
tificial como para las recolecciones con electroeyaculador; se ha sefialado basan-
dose en experiencias con vagina artificial [8] que el eyaculado de un toro joven
tiene en promedio un volumen mayor de 2 ml, mientras que un toro adulto tiene
un volumen mayor de 4 ml. Las pruebas con electroeyaculador indican como va-
lores normales de 5 a 7 ml o volimenes superiores.

Laaparicién de colores u olores anormales en el eyaculado puede ser debida
a alteraciones patologicas del aparato genital o a la mezcla del semen con orina
durante la eyaculacién, por eso es recomendable anotar el color y el olor del eya-
culado. En el toro el color del eyaculado depende de su contenido de riboflavina,
siendo normalmente blanquecino, marfil hasta amarillento. Una coloracién rojiza
indica mezcla con sangre fresca; un color pardo sefiala la presencia de sangre mas
vieja (hemolizada), denominandose ambos tipos como hemospermia. Una colora-
cion 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) [8].
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Las muestras de semen recogidas higiénicamente de toros sanos y fértiles
tienen un débil olor aromatico como a yema de huevo [8]. Son motivo de rechazo
el olor urinoso, putrido o el olor especifico del animal, que se produce luego de
contaminacion (por ejemplo, materia fecal) [8].

2. Caracteristicas Microscopicas

La evaluacion microscopica debe incluir observaciones como aglutinacion
espermatica, el contenido de células extrafias y otros agregados. Para ello se re-
guiere un microscopio con contraste de fase, una platina termorregulable para
mantener el portaobjeto a 37°C, pipetas de vidrio, portaobjetos y cubreobijetos.

a. Motilidad. La evaluacion de la motilidad indica la capacidad de movi-
miento de los espermatozoides. En el caso del toro por ser un eyaculado general-
mente muy concentrado se observa primero una gota sin cubrir a bajo aumento,
en donde se ve un movimiento en masa en forma de ondas el cual se denomina
motilidad masal (MM). En otras especies fuera de los rumiantes no se observa este
movimiento, salvo algunas excepciones en donde la concentracién espermatica
puede ser tan elevada como en los bovinos. Para evaluar la MM se toma una gota
de semen (gota de semen entero, 10 a 20 (1) con una pipeta, se coloca sobre un por-
taobjeto a 37°C y se observa sin necesidad de cubreobjeto en campo claro a un au-
mento de 100X. EI movimiento en masa depende de tres factores: concentracion
espermatica, porcentaje de espermatozoides moviles en progresion lineal y de la
velocidad de progresién de los espermatozoides [1].

En Venezuela se han tomado como referencia para los valores de Motilidad
Masal los criterios establecidos por la Sociedad Americana de Teriogenologia
[6]. Esos criterios variables entre 1y 4 se muestran en el siguiente cuadro modifi-
cado [6]:

Cuadro 3
Clasificacion de la motilidad masal en eyaculados bovinos
Valor Clasificacion Descripcion
1 Pobre No hay ondas. Movimiento espermatico vibratil
2 Aceptable Ondas ligeras con movimientos apenas perceptible
3 Bueno Ondas aparentes. Remolinos con movimientos moderado
4 Muy Bueno Ondas oscuras con movimientos rapido

b. Matilidad Individual Progresiva. La motilidad individual (MI) de una
muestra de semen se expresa como el porcentaje (%) de células méviles 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 [2]. Gran parte de los es-
permatozoides podran tener otros tipos de motilidad; esto incluye movimientos
circulares asi como inversos, debido a anormalidades en la cola 'y a un movimien
to de vibracion o de oscilacién, a menudo asociado al envejecimiento. La motili-
dad progresiva es la prueba de calidad individual mas importante, debido a que
la fertilidad est4 altamente correlacionada con el nimero de espermatozoides mé-
viles inseminados [2].
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El examen de la motilidad debe hacerse con la ayuda de un microscopio de
contraste de fase con un aumento de entre 200X a 400X y a una temperatura de
37°C, la cual puede mantenerse constante con una platina calentadora termorregu-
lable adherida al microscopio. Esta valoracion es cuanti-cualitativa, ya que se eva-
I0a la tasa de espermatozoides en movimiento de 0 a 100% y la calidad segun el tipo
de movimiento (progresion lineal, progresion no lineal, no progresivo e inméviles).

El semen de toro es demasiado concentrado como para hacer una determi-
nacion exacta de lamotilidad individual sin diluir el semen. Un volumen pequefio
de la muestra se debe diluir con una solucién isoténica (con la misma concentra-
cion de iones libres que en el semen) para poder observar individualmente a los
espermatozoides. Se utiliza NaCl al 0,9% o citrato de sodio al 2,9%. Luego se colo-
ca una gota diluida (10 a 12 ) en un portaobjeto y se cubre para observar al mi-
croscopio. En toros esto requiere de una dilucién de 1 en 100 [2]. En relacion con la
MI en semen congelado, no es necesario diluir la muestra, y cada dosis congelada
aevaluar se descongela sumergiendola en un bafio a 37°C por 30 segundos; luego
se toman 10 o 12 [l con una micropipeta, se depositan sobre un portaobjeto, se cu-
bre con el cubreobjeto y se observa a 100X y 400X. De la observacion se anota el
porcentaje de espermatozoides moviles en un campo. En la actualidad existen sis-
temas de analisis basados en las medidas cuantitativas hechas directamente sobre
las imagenes de video, gracias a la incorporacién de una camara de video al mi-
croscopio, la cual esta conectada a una computadora que realiza el analisis. Los
sistemas mas usados son el sistema CellSoft (USA) en humanos y Hamilton (USA)
para bovinos [3]. Las caracteristicas de la motilidad del espermatozoide pueden
ser analizadas directamente en pocos minutos o sobre observaciones de imagenes
pre-grabadas. El equipo ofrece parametros de medidas muy importantes de la
concentracién espermatica, porcentaje de motilidad espermética, velocidad y li-
nealidad de la progresion espermética, etc. Se puede encontrar una guia en el si-
guiente cuadro que propone un criterio para evaluar la motilidad individual si no
se cuenta con sistemas automaticos de evaluacion [6]

Cuadro 4
Referencias en la evaluacion de la motilidad espermatica individual
sugeridos por la Sociedad Americana de Teriogenologia (en porcenatje)

Valor (%) Clasificacion Descripcion
<50 Pobre Muy lento y erréatico
60-70 Aceptable Lineal lento y generalizado
70-80 Bueno Lineal moderadamente rapido
80-100 Muy Bueno Lineal rapido

c. Vitalidad. Existe un conjunto de técnicas que permiten una coloracion se-
lectiva de espermatozoides vivos y muertos, como consecuencia de los cambios
bioquimicos que se producen tras la muerte (accién cromocitol6gica). Los prime-
ros ensayos al efecto fueron llevados a cabo en el afio 1942 por Lasley y colabora-
dores [cit 7] quienes emplearon como colorante una mezcla de eosina y una
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solucidn de opal-blue en un medio tamponado a base de fosfatos y perfectamente
isotonico, pudiendo demostrar que los espermatozoides muertos aparecian colo-
reados, mientras que los vivos no se tefiian [7].

En esta técnica la eosina constituye el colorante vital, mientras que el opal-
blue es el colorante de fondo; en definitiva, los espermatozoides muertos aparecen
tefiidos en rosado por la eosina y los vivos no se colorean. Otros sustitutos eficaces
de laeosina como colorantes vitales son el rojo de bengala, la eritrosina, el verde cre-
sol o el azul de bromofenol con el que se ha tenido mas claridad en la interpretacion;
mientras que, en todo caso, como colorantes de fondo se prefiere el azul de anilinao
la nigrosina. Con el colorante eosina-nigrosina los espermatozoides muertos apare-
cen tefiido en rojo o en rosa, mientras que los vivos quedan sin tefiir [7].

En todo caso se trata de una tincion que requiere cierta experiencia y entre-
namiento para su interpretacion ya que puede haber matices de tonalidades inter-
medias, que pueden crear confusion. De algunas experiencias previas se puede
aconsejar que cuando las preparaciones se tratan primeramente con cloramina al
1% (antes de la tincién) los resultados son mas especificos [7].

d. Morfologia espermatica. El sistema de clasificacién que ha sido aceptado
ampliamente en bovinos es el de las atipias o defectos espermaticos primarios y
secundarios; sin embargo, este sistema ha tenido diferentes significados e inter-
pretaciones por los evaluadores. Por definicién, un defecto primario es el que se
origina dentro del testiculo durante la espermatogénesis; un defecto secundario
es un defecto que se origina dentro del epididimo [1]. Generalmente se le da ma-
yor importancia a los defectos primarios. Es necesario sefialar que la definicion
para defecto primario y secundario denota el origen y no la severidad del defecto.
Siendo conocido que condiciones las adversas del medio que causan ambos tipos
de defectos pueden afectar las funciones del epididimo y la espermatogénesis si-
multaneamente, tanto los defectos primarios como los secundarios son igualmen-
te importantes como indicadores de un disturbio de la funcion testicular; por eso
en la actualidad se da igual importancia tanto a unos u otros defectos. Se ha de-
mostrado la correlacion entre defectos morfoldgicos del espermatozoide e inferti-
lidad y se ha establecido 30% como un porcentaje aceptable 0 maximo permitido
de atipias, es decir, se acepta un 70% de espermatozoides normales. Se ha estable-
cido un limite de defectos de la cabeza de un 15 a 20%, mientras que defectos del
acrosoma y defectos de la cola se toleran en un 25% [1].

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion por contener las
enzimas necesarias para la penetracion del camulo ocophurus y de la zona peltci-
da. Lareaccion acrosomal previa a la fecundaciéon produce puntos de fusion de la
membrana apical celular con la membrana externa del acrosoma y forma vesicu-
las para que el contenido enzimatico pueda ser liberado ejerciendo su actividad
sobre el ovocito. Las alteraciones del acrosoma o del proceso de capacitacion inhi-
ben la fecundacion de la célula espermaética, mientras que el proceso de congela-
cion de semen produce dafios en la membrana del espermatozoide y del acrosoma
a pesar de la presencia de un agente crioprotector en el diluyente de congelacién.
Este agente reduce los dafios al acrosoma pero siempre se espera una reduccién en
la MI como producto del deterioro de la membrana y del acrosoma. Por eso se re-
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comienda a manera de control de calidad de todo el proceso de congelacion eva-
luar la integridad del acrosoma antes y después de congelado el semen, es decir,
en semen fresco y en semen post-congelacion (evaluacion mensual).

La integridad del acrosoma se puede evaluar con diferentes métodos mi-
croscopicos y utilizando diferentes técnicas de tincion como Giemsa, Naphtol
amarillo y eritrocina B. Sin embargo, el método maés practico y rutinario es la fija-
cion 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 puede incluso recomendarse el descarte de
esa muestra para congelacion. El aumento excesivo de acrosomas dafiados post-
congelacion pudiera indicar algiin problema en el proceso de congelacién o estar
relacionada con una composicion lipidica de la membrana anormal que incide en
una mayor susceptibilidad del espermatozoide al enfriamiento.

e. Concentracién espermaética. La concentracion de espermatozoides se ex-
presa como el nimero de espermatozoides por ml. La determinacion de la con-
centracion zoospérmica se lleva a cabo en forma simple mediante métodos
semejantes al recuento de glébulos rojos realizado en hematologia.

Recuento directo de células espermaticas utilizando el hemocitémetro. El
hemocitémetro (cAmara de Neubauer) fue disefiado para contar eritrocitos (Figu-
ra 1). Consiste en una ldmina especial que tiene 2 cAmaras de conteo. Las cAmaras
de conteo tienen 0,1 mm de profundidad y un area graduada en el fondo de la c&
mara de 1 mm®. Este cuadro central se divide en 25 cuadros mas pequefios. Al co-
nocerse la profundidad y el area es posible determinar el nuamero de
espermatozoides en un volumen dado. Por lo general, se utiliza un factor de dilu-
cién de 1 en 200 en el caso del semen del toro [2].
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Figura 1. Cdmara de Neubauer.
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La solucién utilizada para diluir el semen debe inmovilizar a los espermato-
zoides para que se pueda llevar a cabo el recuento; normalmente se utiliza NaCl al
3% (solucidn hipertonica) o solucién salina formolada al 3 por mil. De esa dilucion

se toman unos 20 [ y se depositan en el hemocitdmetro.

Para el calculo de la concentracién espermatica se cuenta el nimero de es-
permatoides en cinco de los 25 cuadraditos del cuadrado central (1%) marcados
en la figura anterior entre 1y 5 (en las 4 esquinas y en el centro). Este resultado se
multiplica por 10,000 como resultado de la diluciéon (1/200), la profundifdad de la
camara, para llevarlo a medida cubica (1/10) y 1/5 de los pequefios cuadrados
contados de los 25 que hacian el milimetro cuadrado. De esa forma se obtiene el
numero de espermatozoides por mm’, si el resultado se multiplica por 1.000 y se
transforma en una medida volumétrica la concentracion queda expresada en can-
tidad de espermatozoides por ml (# espermatozoides/ml).

f. Caracteristicas fisico-quimicas. El test de pH generalmente se incluye en
los andlisis de rutina como un parametro orientador. El pH viene dado por las se-
creciones acidas provenientes de la préstata y las secreciones alcalinas de las vesi-
culas seminales. EI pH en el semen del toro oscila como valor normal entre 6.6 y
6.9 hasta 7.0. Si el pH excede de 7 se puede sospechar de algun tipo de infecciony
probablemente en ese caso disminuya la secrecion de productos acidos de la pros-
tata, tales como el &cido citrico. Se pueden medir valores de pH anormales en el
caso de eyaculacién incompleta. Valores de pH extremadamente acidos (>6.5) se
encuentran en casos de agenesis o oclusion de las glandulas vesiculares.

IV. CALCULO DEL NUMERO DE DOSIS RECOMENDADAS PARA DI-
LUIRY CONGELAR

Una vez terminado el analisis basico del laboratorio, se procede a la reco-

mendacion del nimero de dosis que pueden ser diluidas y posteriormente conge-
ladas:

(Volumen en ml) x (Concentracién espermatica (spz/ml)) x (Ml)
NuUmero de dosis =

Millones de espermatozoides por dosis (+ 30x10°)

V. EVALUACION DE SEMEN CONGELADO EN EL LABORATORIO DE
INVESTIGACION

Entre las caracteristicas microscopicas en el examen de rutina post-congela-
cion podemos sefialar:

1. Motilidad Individual

La motilidad de una muestra de semen recientemente obtenida no es una
buena prediccidn de su fertilidad ni de la capacidad de los espermatozoides para

sobrevivir al proceso de congelacion. La evaluacion de la Ml en semen fresco es
importante para la identificacién de eyaculados que pudieran estar por debajo del
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valor normal (<50% de MI, cuadro 4) por lo que deberian desecharse aquellas
muestras. Esto es, si la Ml es muy baja en semen fresco, esta tendera a disminuir
aun mas en la evaluacion post-congelacion y disminuira el nimero de dosis debi-
do al proceso de congelacién. EI empleo de una coloracion de células vivas y
muertas para seleccionar las muestras no mejora las cosas en este aspecto pero
ofrece una alternativa mas objetiva ademas de la estimacién de la Ml.

La valoracién exacta del porcentaje de espermatozoides con motilidad pro-
gresiva después de la congelacion es de gran importancia. Se ha demostrado que
una fertilidad 6ptima se produce cuando el niumero de espermatozoides moéviles
en progresion post-congelacidn varia entre 5 a 15 millones por unidad o dosis de-
pendiendo del nivel de fertilidad del toro [9]. Debido a que el semen de diferentes
toros varia fuertemente en el porcentaje de células que sobreviven a la congela-
cion, el nimero total de espermatozoides colocados en cada dosis puede ser dife-
rente de un toro a otro. Si el caracter motilidad progresiva para el semen de un
toro muy fértil es del 50% post-congelacion, la concentracion total de espermato-
zoides en cada dosis puede variar desde 10 a 20 millones. Por otra parte, si la Ml
tras la descongelacién se halla normalmente alrededor del 25% en otro toro, la
concentracién total de espermatozoides por dosis debera ser mayor. Conforme
varia la Ml tras la descongelacion, la concentracion total de espermatozoides por
dosis debe ser ajustada.

2. Morfologia espermética

Los toros que van a utilizarse en I.A. deben producir semen que no conten-
gan excesivo numero de espermatozoides morfolégicamente anormales. La vigi-
lancia continua del semen de cada toro con recuentos morfolégicos mensuales es
recomendable.

La evaluacion de la integridad del acrosoma antes y después del proceso de
congelacion es otro control Gtil, ya que a mayor nimero de acrosomas intactos
post-congelacién esta directamente relacionado con capacidad fértil y mayores ta-
sas de no-retorno.

3. Examen bioquimico de las células esperméticas

Cuando existen problemas de fertilidad en un centro de I.A., 0 se requiere
determinar con més exactitud la capacidad fecundante de un eyaculado, es posi-
ble realizar ciertas pruebas bioquimicas junto con los test de rutina, para determi-
nar la calidad seminal, entre ellas la prueba de la actividad de acrosina.

a. Actividad de la acrosina. La acrosina es una enzima de caracteristicas si-
milares a la tripsina y se encuentra exclusivamente en la cabeza del espermatozoi-
de, en el acrosoma. Esta enzima juega un papel esencial en la penetracion del
espermatozoide en el évulo. La liberacién de acrosina del espermatozoide des-
pués de un choque frio, al igual que ocurre en el caso de la aspartato aminotransfe-
rasa (AAT), indica el estado de permeabilidad de la membrana espermética en ese
momento y consecuentemente el grado de deterioro de la misma producido por
las agresiones fisico-quimicas a las que se la ha sometido previamente. Sin embar-
go, esta técnica no ha sido muy utilizada por laboriosa.
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b. Composicién fosfolipidica de la membrana. Se sabe que la susceptibilidad
de la célula al enfriamiento esta relacionada con la composicién lipidica de la
membrana del espermatozoide. Los espermatozoides de ciertas especies animales
(como el toro, verraco y morueco), en cuya membrana la relacién acidos grasos in-
saturados/éacidos grasos saturados es muy alta, son mas sensibles al frio. La sus-
ceptibilidad al choque térmico se ha relacionado también con el contenido de
colesterol/fosfolipidos de la membrana espermatica.

c. Estado de condensacion de la cromatina. La determinacién del estado de
condensacion de la cromatina puede ser un parametro fundamental para la deter-
minacion de la calidad seminal con semen crioconservado. Esto es debido a que
las lesiones a nivel de la cromatina (del ADN del nucleo) pueden inducir un incre-
mento de la mortalidad embrionaria, complementando de una forma eficaz los es-
tudios sobre la integridad del acrosoma y membrana celular para establecer mejor
correlacién con la fertilidad.

El estado de la cromatina en el espermatozoide puede determinarse in vitro
en base a su susceptibilidad a los factores de descondensacion; estos compuestos
rompen los enlaces o puentes disulfuro formando complejos con iones metalicos
divalentes especialmente con el zinc, que estabiliza la cromatina espermatica. La
heparina es uno de los compuestos mas importantes que da lugar a la desconden-
sacion de la cromatina in vitro. La descondensacion de la cromatina se basa en la
deteccion autorradiogréafica del complejo ADN-proteina nuclear en el espermato-
zoide, usando Actinomicina tritiada. Loa espermatozoides con un desarrollo nor-
mal mantienen una estructura de la cromatina resistente a la desnaturalizacion
del ADN [5]. Si se evalua el estado de condensacion de la cromatina pre-congela-
cion y post-congelacion, se podra observar como en el semen descongelado, la in-
corporacién de actinomicina es mayor, es decir, hay una mayor tendencia a la
descondensacidn, lo que se puede traducir en un menor desarrollo de los embrio-
nes de vacas inseminadas con semen descongelado que tenga un grado de des-
condensacion alto. Esta prueba se puede utilizar cuando se observe una bajaen la
fertilidad o bajas tasas de no-retorno.

d. Plasma seminal.

Proteinas totales. El contenido en proteinas también parece incidir sobre la
calidad del semen. La susceptibilidad al choque térmico frio aumenta en ausencia
de secreciones de las vesiculas seminales [4].

El Zinc. Los iones se encuentran en el plasma seminal en forma libre o com-
binada a proteinas. El Zinc parece influir sobre la calidad del semen o esta relacio-
nada con ella. El contenido de zinc disminuye a medida que la calidad seminal
empeora. Su papel fisiolégico y bioquimico no esta muy claro, aunque se piensa
gue es importante en la estabilidad de la membrana, de la cromatina y de la Ml.

4. Examen microbioldgico

La contaminacion del semen por la flora bacteriana bien sea del tipo sanita-
rio o por deficiencias de la higiene, incide enormemente en laeconomiay en deter-
minados aspectos de la reproduccion de la hembra, como disminucién de la
fertilidad y aumento de la mortalidad embrionaria. Puesto que muchos microor-
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ganismos no tienen su origen ni en los testiculos ni en las glandulas accesorias, es
muy importante seguir correctamente los procedimientos de recoleccion para mi-
nimizar el riesgo de contaminacion del semen. Estos analisis se realizan por indi-
cacion del Médico Veterinario.

Es importante hacer un buen control microbiolégico del semen ya que a ve-
ces pueden encontrarse altas concentraciones de bacterias, lo cual hace descender
significativamente la capacidad de crioconservacion y la fertilidad de ese semen.
Los problemas de contaminacion se resuelven mediante pruebas de sensibilidad
de estos agentes frente a antibidticos, adicionandose a la dosis seminal para conse-
guir una buena inhibicién del crecimiento bacteriano.

5. Examen biolégico

Ya que la fecundacién es una de las claves para determinar la fertilidad in
vivo de un macho, el desarrollo de la técnica de fecundacion in vitro (FIV) se ha
convertido en un procedimiento eficaz para predecir la fertilidad in vivo de un ma-
cho. La FIV consiste basicamente en la exposicién de oocitos maduros a esperma-
tozoides capacitados de tal forma que la fecundacion se produzca fuera del
aparato genital de la hembra, o sea, in vitro, en un laboratorio especializado de in-
vestigacién en biotecnologia reproductiva. Los oocitos se pueden obtener a partir
de ovarios de matadero por puncion de foliculos de 2 a5 mm de didmetro, los cua-
les posteriormente se maduran in vitro en un medio especial de maduracion,el
cual generalmente es TCM-199 suplementado con piruvato de sodio, lactato de
sodio, gentamicina y hepes. Algunos medios adicionan FSH (10 [/ ml) ademas
de 20% de suero de vaca en estro (que contiene LH y FSH).

La duracion total del cultivo para madurar los oocitos es de 24 a 27 horas. Pa-
sado ese tiempo, los oocitos son considerados maduros, cuando ellos responden a
los siguientes criterios:

— Expansién de los cimulos
— Aparicion del primer glébulo polar

— Aumento del espacio perivitelino y modificaciones citoplasmaticas: es-
clarecimiento periférico, condensacion, etc

Tras la maduracidn, se ponen en contacto los oocitos con los espermatozoi-
des capacitados (6 a 8 horas) y tras incubacion se determina la tasa de penetracion.

VI. CONCLUSION

Es posible sefialar que en los altimos tiempos ha habido mayor interés en
evaluar mas rigurosamente el semen del macho reproductor. Esto debido a que se
considera que el llamado analisis basico del semen no es suficiente para explicar la
interaccion del semen frente al proceso de congelacion, frente al proceso de la ca-
pacitacion, la fecundacién in vitro, etc. Por tal motivo el analisis basico del semen
se ha enriquecido con la incorporacidn de nuevas técnicas y equipos para determi-
nar con mayor exactitud las caracteristicas convencionales del semeny la incorpo-
racion de nuevos parametros, sin descartar la participacién del profesional
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entrenado en esas determinaciones ya que es quien debe probar y evaluar la exac-
titud de los nuevos métodos.
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