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Avances biotecnologicos en

reproduccion de bufalos

Tacnologias

Reproduccién en el macho:
tecnologia del semen y
reproduccion asistida

Introduccion

La criopreservaciéon del semen para la
inseminacion artificial (IA) ha servido
como un instrumento para la amplia
difusiéon del material genético de los
animales de alta produccién, para la cual
es necesario que el material fecundante
de los machos sea sometido a tecnologias
eficientes (Vale, 1994). En Brasil este
mejoramiento genético a través de
inseminacién artificial en buifalos ha
sido mediocre en relacién con el rebafio
existente.

Para algunos autores la relacién entre
la baja resistencia de espermatozoides
de bufalos serfa un factor intrinseco
vinculado a la especie dada su diferencia
en la composicion en comparacion con los
bovinos. Singh et al (1970) reportaron la
existencia de una menor cantidad de acido
citrico, Na*, K*y Mg* y mayores cantidades
de Ca*y bicarbonato, y los mismos niveles
de fructuosa, proteina antitripsinica (P7)
y el total de sustancias reductoras en
el semen de bufalo en comparacién
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con el bovino. Para otros autores, los
niveles de fosfatasa 4cida tiene un efecto
positivo sobre los espermatozoides de esta
especie, mientras que la fosfatasa alcalina
tendria un efecto perjudicial debido a que
inhibirfan la respiracion y la viabilidad de
las células espermdticas por un acimulo
de iones de fosfato inorganico (Chaudhary
et al., 1977; Abdou et al., 1978).

Aunque en algunas regiones del mundo los
bufalos son estacionales, el macho de esta
especie parece ser menos susceptible a
esas variaciones; sin embargo, un aspecto
importante en la calidad del semen es el
estrés térmico. Las altas temperaturas,
el manejo deficiente y una alimentacion
desbalanceada llevan al semen a ser
deteriorado y perder calidad para congelar
(Vale, 1994, 1997).

El inicio de la técnica de IA en el bufalo
era ciertamente muy desestimulante en
comparacion con los bajos indices de
fertilidad obtenidos. Los resultados fueron
muy bajos debido a que los diluyentes
utilizados para la criopreservaciéon del
semen eran los mismos utilizados en
bovinos. Después del seminario sobre
Reproduccién e Inseminacién Artificial,
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promovido por la FAO y el gobierno sueco,
en Karnal, India, 1979; varias mejoras se
obtuvieron en diferentes laboratorios del
mundo, que culminé con la existencia de
tasas de nacimiento superiores al 65%
(Sengupta y Sukhija, 1988).

Varios problemas ligados a los diluyentes
fueron eludidos, principalmente a través
de la utilizacién de TRIS (hidroxi-metil-
amino-metano), TES (hidroxi-metil-amino-
etano), leche descremada, LAICIPHOS
478, leche-citrato-lactosa, lactosa, citrato,
dcido citrico-suero de leche bufalina (Roy
y Bhat, 1973; bhosrekar y Ganguli, 1974;
Guenzel et al., 1970; Avenell, 1982; Vale
et al., 1984; Tavel et al., 1988; Stoyanov,
1991; Vale et al., 1991; Vale,1994).

En Brasil, particularmente en el Amazonas,
la prictica de la IA, tanto en bovinos
como en bufalos ya es una realidad pero
ain necesita de estudios constantes, en
especial sobre la utilizaciéon de nuevos
diluyentes (Vale et al., 1991a; 1991b).

Asimismo, los nuevos diluyentes continian
siendo investigados especialmente porque
muchas de las sustancias utilizadas son
importadasaunaltoprecio. Mientrasalgunos
procedimientos para la conservacién de
esperma son relativamente simples, otros
como la crioconservacién se vuelven mas
complejos y requieren un conocimiento de
la fisiologia del aparato genital masculino
y de la produccién de espermatozoides,
asi como el uso de diferentes compuestos
quimicos que pueden servir como de
sustratos, crioprotectores de agentes
antimicrobianos, nutricion y proteccién a
los espermatozoides durante las diferentes
etapas del proceso, con el fin de obtener
células viables en la post-congelacion.

Morfologia del sistema genital

El aparato genital masculino de los bufalos
es similar al de los bovinos pero las
estructuras que lo componen son mas
pequeias (Bhatacharya, 1974). Vale et al.
(1981) encontraron para bufalos jovenes de
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peso entre cuatrocientos y seiscientos kilos.
los testiculos presentaron las siguientes
medidas para peso, longitud y anchura
para el testiculo derecho e izquierdo
110,15%, 8,83%m, 4,64cm y 33g, 8,77cm,
4,58cm, respectivamente. En cuanto a las
glandulas vesiculares, los mismos autores
encontraron para la derecha e izquierda
una longitud y anchura de 5,33cm, 1,96cm,
497cm, 1,87cm, respectivamente; la
longitud y didmetro de las ampollas de los
conductos deferentes, derecha e izquierda,
midieron 9,36cm, 0,38cm, 9,27cm vy
0,64cm, respectivamente. Estas medidas
demostraron ser considerablemente
bajas en comparacién con los tamafios
encontrados para Bos faurus como para
Bos indicus, pero superiores a datos
descritos para bufalos en otros paises.

El pene también tiene una longitud y grosor
menor que el de bovinos, con un promedio
de 85,15cm y 1,95cm, respectivamente, el
glande también se ha presentado menos
desarrollado que en los bovinos, asi como
la vaina prepucial es menos larga y se
adhiere a la pared abdominal, con la rara
e incluso ausencia del orificio prepucial.
Del mismo modo, el escroto de bufalo es
menos voluminoso y presenta en la region
inguinal una insercién mds rectilinea en
relacion con el cordén espermético. Los
bovinos que presentan una tendencia
de formar una leve disminucién en esta
misma regioén. (Joshi et al. 1967; Maurya
et al., 1968; Osman y Fahmy, 1968;
Fahmy y Osman, 1972; Bongs et al., 1984;
Bhosrekar, 1993).

Un pardmetro importante para la evaluacion
androldgica del bufalo, con pocas citas en la
literatura, se relaciona con la circunferencia
escrotal (CE). Vale et al. (2004) trabajando
con animales de la raza Murrah sometidos
a un manejo adecuado, observaron que
las medidas de CE son menores a las
reportadas para bovinos y cebuinos. Para
Bhosrekar (1993) la circunferencia escrotal
para bufalos adultos indianos varia entre
treinta y cuatro centimetros.
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Asicomo en el ganado vacuno, en biifalos de
la raza mediterranea en Brasil se determind
que existe una alta correlacion entre el
peso corporal y la circunferencia escrotal
(R?=0,92) y una correlacién positiva entre
la edad y el peso corporal (R*=0,86) (Vale
et al. 2004) (figura 1). El peso corporal y la
circunferencia escrotal son dos pardimetros
importantes utilizados en la evaluacion de
la capacidad reproductiva de los machos
bovinos y bufalinos (Coulter et al., 1975;
Carter et al., 1980; Ahmad et al., 1984,
Ohashi, 1993).

En toros jovenes (un afio para Bos taurus
y dos para Bos indicus), la circunferencia
escrotal en relacion con el peso corporal y
la calidad de semen ha sido presentada por
varios autores como de gran importancia
para la seleccion de animales con mayor
potencial reproductivo, tanto en términos
de produccién, calidad y cantidad de
semen y de la fertilidad en su conjunto.
(Vale y Filho et al., 1993).

En los buifalos machos es posible que el
desarrollo corporal y del aparato genital
de esta especie pueden alcanzar su pleno
desarrollo en una forma similar a los
bovinos y cebuinos, dependiendo de la
presion de seleccion, del manejo de los
animales desde el nacimiento, pasando por
el destete y continuando por las diferentes

fases. Cabe sefalar que dentro del manejo
se debe tener en cuenta la profilaxis de
las enfermedades parasitarias, prevencion
de enfermedades infecciosas y una dieta
equilibrada.

Tamaiio del testiculo,
pubertad, madurez sexual
y efecto de la edad sobre la
reproduccion

Mientras diferentes autores reportan
que el macho bufalino presenta una
baja precocidad en lo que se refiere
a la reproduccién, en la actualidad se
sabe que ese aspecto estd directamente
relacionado a las deficiencias de manejo
y de alimentacién (Yassen y Mahmaoud,
1972; Ohashi et al., 1988; Vale et al.,
2001; Vale et al., 2004).

Al nacer, el testiculo contiene muy
pocas células de Leydig funcionales,
mientras que en el lumen de los tubos
seminiferos si se encontraron células de
sustentacion o células de Sertoli, con
la presencia de los gonocitos que dan
origen a las espermatogonias. Aunque
en esa fase infantil que empezard a la
edad del destete, entre seis y ocho meses
empieza gradualmente la secrecidon de
gonadotropinas por la pituitaria (FSH y
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Figura 1. Presentacion resumida de la regresion entre la relacion de la
circunferencia escrotal (cm) y la edad (meses) en machos de la raza

Murrah. Fuente: Vale et al. 2004.
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LH).Comenzandolasecreciéndehormonas
sexuales masculinas principalmente la
testosterona por las células de Leydig
a partir de la fase final del proceso de
espermatogénesis, cuando el animal posee
entre diez y catorce meses cuando alcanza
la pubertad.

Sin embargo, la pubertad en los machos
bufalinos puede ser considerada como
el tiempo en que el animal empieza la
produccién de espermatozoides. El inicio
de la espermatogénesis coincide con el
aumento de didmetro tanto de los tubos
seminiferos como de su lumen. En esta
fase ocurre también un rdpido crecimiento
de todo el sistema genital, cuando el
animal muestra interés por la hembra y
es entonces capaz de fecundar una o mas
hembras en celo.

Después de ese periodo, sigue la fase de
madurez sexual, cuando el sistema genital
llega a su produccién plena de hormonas
y espermatozoides, esta fase se alcanza
entre los veintidos y veinticuatro meses
de edad. En este periodo, la produccién
de espermatozoides alcanza los niveles
normales con una produccién plena de
eyaculado con caracteristicas deseables
para la congelacién. En este momento el
animal alcanza su madurez sexual.

Es importante sefialar que existe una
marcada diferencia entre la morfologia y
el tamafio del sistema genital bufalino y las
especies Bos taurus 'y Bos indicus. La bolsa

escrotal del bufalino es menos voluminosa
y presenta una insercion mads rectilinea
en relaciéon con el cordon espermdtico y
su fijacion en la regién inguinal, mientras
que en los bovinos existe una tendencia de
formar una leve disminucién en esta misma
regién. De la misma manera la ausencia de
una bolsa escrotal es evidente, el tamafio de
los testiculos, que es menor en comparacion
a los taurinos y el ganado cebu.

La circunferencia escrotal ideal para los
sementales entre treinta y treinta y seis meses
de edad de la raza Murrah estd alrededor de
30+3,6cm (24,4 a 31,9cm), habiendo un
crecimiento lineal y correlacionado con la
circunferencia escrotal, el peso corporal y
la edad del animal (Vale et al., 2001; 2004)
(cuadro 1).

Sin embargo, para la especie Carabao
(Bubalus bubalis var.Kerebau), la pubertad
y la madurez sexual es mas tardia. De
acuerdo con McCool et al. (1985) en
Australia observaron que la circunferencia
escrotal y el peso corporal presentaron una
variacién segln la estacion del afo. En la
estacion seca ocurre una pérdida de peso
de los animales, acompafado de un retraso
del crecimiento o incluso una disminucién
de tamaifio de los testiculos sin cambio en
los espermatozoides.

Los mismos autores,encontraron que
los testiculos maduraban a una edad de
2,77+0,09 anos, con un peso corporal de
275,6£8,5 kilogramos y una circunferencia

Cuadro 1. Clasificacion de la circunferencia escrotal en sementales bufalinos de raza Murrah.

Edad (meses) Media (cm) Muy bueno(cm) Bueno (cm) Cuestionable (cm)
12-17 21+3,3 >23 23 >19
18-23 25%3,2 >26 25 >21
24 — 29 27+2,8 >29 28 >23
30-35 29+3,5 >30 29 >25
36 - 41 32431 >33 32 >28
42 - 47 34429 >34 &3 >30
48 - 53 36+3,5 >36 34 >31
54 — 60 38+3,6 >39 36 >32

Fuente: Vale et al. 2004.

Vol.24, N.°5 2011

Tacnologias



Tacnologias

escrotal entre veinte y veintitin centimetros.
Otros autores, también encontraron
una correlacién positiva entre la edad,
la circunferencia escrotal, el volumen
testicular y el peso corporal en diferentes
razas bufalinas (Bongso et al., 1984;
Ohashi, 1993).

Ohashi (1993), estudiando bufalinos
lecheros de la raza Mediterrdnea, reportd
que la pubertad se alcanza entre los
diez y catorce meses de edad, con una
circunferencia escrotal de 21,7+1,9 cm
y la madurez sexual se alcanza a los
veinticuatro meses de edad con 31,1+2,9
cm de CE. El mismo autor anot6 que la
pubertad no debe ser confundida con la
madurez sexual. La pubertad debe ser
definida como el tiempo de la primera
capacidad de procreacién, en cuanto la
madurez sexual debe definirse como
el tiempo en que el animal alcanza su
potencial maximo de procreacion.

Seleccién y examen clinico
androlégico de sementales
donantes de semen

Para que un macho bufalino se convierta
en donante de semen es muy importante
el conocimiento de su progenie. Asi, el
primer aspecto en tomarse en cuenta para
buscar un productor de semen es su valor
zootécnico basado en una prueba de la
progenie o de rendimiento. En América
Latina el principal producto es la leche
para la fabricacion de Mozzarella u
otros tipos de quesos finos, por eso, el
conocimiento de la produccién lechera de
los ancestros del futuro donante de semen
es de fundamental importancia.

Por otra parte, los animales seleccionados
como donantes de semen deben haber
tenido, desde el periodo pre-puberal, un
tratamiento especial con respecto a su
alimentacién y un calendario preventivo
contra enfermedades parasitarias infecto-
contagiosas comunes en la regiéon de
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donde se originan, ademds deben estar
bajo un adecuado manejo.

Una vez satisfechas esas exigencias
iniciales, a los dieciséis o dieciocho meses
el futuro reproductor puede ser enviado a
un centro especializado para la congelacion
de semen. Antes de ir a ese centro, se
deben realizar una serie de exdmenes
clinicos, androlégicos e higiénico-
sanitarios, para comprobar que esté libre
de trastornos reproductivos hereditarios
o morfo-funcionales ligados al aparato
reproductor, como la hipoplasia testicular,
degeneracién testicular, disfuncién del
epididimo, ausencia o baja libido, asi
como enfermedades infecto-contagiosas,
tales como: brucelosis, campilobacteriosis
(vibriosis), BVD, IBR/IPV, tricomoniasis,
leucosis, leptospirosis, tuberculosis.

Estos examenes deben realizarse por un
médico veterinario, que igualmente debe
expedir el certificado de vacunaciones
contra las diferentes enfermedades infecto-
contagiosas que existen en la regidn,
como es el caso de fiebre aftosa, carbon
sintomatico, rabia, etc.

En el centro especializado, el animal debe
quedar en un periodo usual de cuarentena,
recibiendo un manejo que consistird
en bafos diarios durante las horas mas
calurosas, alimentacién controlada desde
el punto de vista proteico, forraje de buena
calidad, ademds de suplemento mineral ad
libitum.

Lo ideal es que el joven animal esté
aislado en un puesto individual, aunque
sea agrupado diariamente con los demads
animales en un mismo lugar, donde se
pueda observar la actividad homosexual
de los mismos, de la misma manera se
deben determinar la jerarquia y dominio
entre ellos.
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Entrenamiento de jovenes
sementales para la recoleccion
de semen por el método de la
vagina artificial

El bufalino es quizds la especie doméstica
mads facil en adaptarse y ser capacitados
para servir en la vagina artificial. Para ello,
es importante observar el comportamiento
de los machos jévenes, incluso antes que
lleguen a la pubertad, por la existencia de
una intensa actividad homosexual entre
machos jovenes, incluido el dominio de un

macho en un grupo en particular (Anand,
1979; Vale, 1994; 1997 ).

Una vez identificada la preferencia de un
determinado animal por otro, se deben
escoger los dominados, colocarlos en un
cepo de monta y dejar al dominador hacer
montas falsas, teniendo cuidado de desviar
el pene sin tocarlo y sin la presencia de
la vagina artificial. Una vez entrenado
el macho, generalmente eyaculard en la
vagina artificial en el primer intento.

Cabe sefialar que el comportamiento
sexual de los bifalos en comparacion
con los bovinos europeos es mas débil,
asemejado a los cebuinos. El bufalino
joven puede ser condicionado para saltar
un macho o una hembra, aunque el tiempo
de reaccion sexual y libido son mucho
mds débiles. Atributos como el volumen
del semen, la concentracion, la actividad
de masas y fuerza tienen poca variacion
cuando se compara con los bovinos y los
cebuinos (Vale, 1994, 1997).

Comportamiento sexual

El macho de la especie bufalina tiene
un comportamiento sexual similar a la
del Bos taurus y del Bos indicus, pero
la libido sexual es menos intensa. La
habilidad sexual sigue una cadena de
acciones como cortejo, ereccion, potrusion
del pene, monta, con ritmicas arremetidas
pélvicas, introduccién del pene en la
vagina, eyaculacién caracterizada por la
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estocada final, desmonta y el periodo de
calma y tranquilidad.

Dentro de esta cadena, el cortejo es quizds
la fase mds larga, que oscila entre los diez
0 quince minutos 0 mds, se requiere mucha
paciencia para que el animal se acostumbre
al maniqui, que preferentemente frente a
otro macho, en el caso de animales jovenes,
o una vaca en el caso de machos adultos.

Recoleccion, procesamiento

y congelaciéon del semen para
su uso en la inseminacion
artificial

La utilizacién del semen congelado
como herramienta para el mejoramiento
genético de los bufalos fue iniciada por
Bhattacharya y Srivastava (1955) en la
India cuando la Inseminacién Artificial
(IA) fue por primera vez realizada
utilizando semen congelado en pastillas
y ampollas. En seguida, varios trabajos
tuvieron continuidad, no solo en ese pais,
sino en otros (Roy et al., 1956; Basirov,
1964; Sahana y Roy, 1972; Heuer, 1980).

Sin embargo, el desconocimiento de
una tecnologia adecuada para la especie
bufalina, en lo que concierne a los
diluyentes, concentracién de glicerol,
tiempo de equilibracion, métodos de
congelacion y falta de un protocolo, llevéd
a resultados pobres y variables.

Hoy se sabe que esas fallas ocurrieron
por intentar utilizar en el procesamiento
tecnoldgico del semen bufalino la misma
metodologia utilizada para el semen
de bovinos. Por esta ultima razon, la
utilizaciéon de la metodologia para la
congelacién del semen bovino aplicada
a los bufalinos lleva a fracasos, se debe
entonces, utilizar una tecnologia propia
para esa especie que llevard a resultados
satisfactorios.

Para algunos autores, la baja resistencia
de los espermatozoides del macho
bufalino seria un factor intrinseco ligado
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a la especie, debido a su diferencia en
composicién cuando se compara al semen
del bovino.

Caracteristicas del eyaculado
para ser congelado

El semen del semental bufalino puede
presentar problemas asociados con los
factores climaticos o estacionales, como
consecuencia de la gran sensibilidad
del epitelio seminifero al aumento de
la temperatura ambiental. En el caso
de temperatura tropical como la region
Amazénica y del Brasil Central hay
necesidad de implementar un manejo
especial, con acceso a lagunas o bafios
diarios en las horas mds calientes, aspecto
de fundamental importancia, para atenuar
los efectos detrimentales del calor.

Por ser mas sensibles al calor, debe darse
especial atencidn a los animales sometidos
arecoleccion de semen durante la estacion
caliente del afo. Es muy importante la
proteccién de los animales contra el estrés
térmico, proporcionando el acceso libre
del animal a bafios y sombras, puesto que
el bufalino tiene dificultades de disipar el
calor corporal al poseer menos gldndulas
sudoriparas y por lo tanto un sistema termo-
regulador menos eficiente, al compararlo a
los bovinos cebuinos (Shafie, 1994; Vale,
1994; 1997).

Asi, el mejor horario para la recoleccién
del semen bufalino es en el inicio del
dia (adn oscuro) o al final del atardecer,
puesto que esta especie presenta un
comportamiento sexual nocturno. En el
momento de la recoleccion del semen, hay
necesidad de que el ambiente sea tranquilo,
sin ruido u otras actividades que puedan
causar una pérdida de concentracion en los
reproductores que van a donar semen.

La higiene del local para la recoleccion
del semen, asi como todo el material
utilizado en el procesamiento tecnolégico
del mismo, es de fundamental importancia
para el éxito del proceso. Todo el material
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utilizado como vaginas artificiales,
vidrierfa, equipo de procesamiento etc.,
deben ser esterilizados o sometidos a
procesos previos de descontaminacién
adecuada, inclusive los diluyentes, que
deben ser preparados con una anticipacion
minima de veinticuatro horas.

De la misma forma, para una mejor calidad
del eyaculado, se debe usar la vagina
artificial no lubricada, a una temperatura
entre 44-459C. Cada sesion de recoleccion
consistird de dos eyaculados, con un
intervalo de minimo 30 minutos. La
utilizacién de montas falsas con desvio
del pene, son recomendadas para mejorar
la calidad del eyaculado.

Después de la recoleccion, el eyaculado
debe ser evaluado para los pardmetros
minimos establecidos y colocado en bafio
maria a una temperatura de 37 © C (Vale,
1994; 1997).

Color y densidad

Tanto el color como la densidad dependen
de la concentracién o nimero de células
espermaticas en el eyaculado. Asf, el color
y la densidad reflejan la concentracién del
eyaculado. En general, el color normal del
semen bufalino varfa entre blanco lechoso
a blanco cremoso, y una vez colocados
contra a luz artificial, presenta rayas con
color azul oscuro (Vale, 1994; 1997).

Volumen

Las variaciones de volumen pueden ser
observadas tanto en el caso de los toros
jovenes como adultos. Hemos observado
que los animales jovenes en la pubertad y
en el inicio de la madurez sexual el volumen
del semen puede variar entre 1 a 3 ml, pero
este puede alcanzar volimenes entre 4-8
ml después de alcanzar la madurez sexual.
Se debe prestar atencién en los casos de
degeneracion testicular, por lo general
causada por estrés térmico producido por
el calor del medio ambiente, cuando no
solo el volumen sino otras caracteristicas
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fisicas y morfoldgicas del semen tienden a
sufrir modificaciones.

Para Vale (1994 y 1997) el eyaculado
de bufalinos presenta las siguientes
caracteristicas fisicas y morfoldgicas,
como se presenta en el cuadro 2.

Movimiento de onda o en masa

El movimiento de onda o en masa se
genera directamente por la concentracion
y la movilidad de los espermatozoides
existentes en el eyaculado. Ese movimiento
conjunto se hace luego de la colocacion de
una gota del eyaculado en un portaobjetos
y la observacion en el microscopio con un
menor aumento de 10x, luego se puede
hacer una evaluacién de este fendmeno

dentro de una escala de 0 a 5, de acuerdo
con el cuadro 3, eyaculados con una escala
numérica de 3 a 5 son apropiados para la
congelacion.

Concentracion

La concentracién de los espermatozoides
del semental bufalino normal presenta
unazvariaci(’)n entre 0,6 x 106 al2x 10
mm . Ese pardmetro estd directamente
correlacionado con los aspectos genéticos,
estacionales, nutricionales y de manejo.
La concentracién de los espermatozoides
de un eyaculado es estimada por el
nimero de células por mm’ del volumen
del semen. Asi, como en las otras
especies domésticas, existen diferentes
métodos utilizados para la determinacion

Cuadro 2. Caracteristicas del eyaculado del semental bufalino obtenido mediante la vagina artificial.

Caracteristica

Padrén normal

Color Blanco, blanco-lechoso, con estrias oscuras-azules
Volumen 3ml(2\8)

Turbidez >3

Motilidad (%) >70

Vigor (motilidad individual) >3

Concentracion 6 x 108 al 12 x 106 espermatozoides por ml
Células espermaticas vivas (%) >70

Patologia espermatica (%) <30

pH 6,7al75

Fuente: Vale (1994; 1997)

Cuadro 3. Escala para la evaluacion microscépica de la turbidez del semen bufalino.

Parametro Escala numérica

Muy pobre 0
Pobre 1
Medio 2 .
moviles
Bl 3 moderado
Muy bueno 4 del campo
Excelente 5

Fuente: Vale (1994; 1997)

Vol.24, N.°5 2011

Caracteristica microscopica del semen
Ausencia de ondas, con los espermatozoides inmoviles
Ausencia de ondas, con pocos espermatozoides moviles
Raras ondas son observadas, con algunos espermatozoides

Presencia de ondas, movimiento de espermatozoides
Presencia de ondas rapidas y distintas, com oscurecimiento

Presencia de multiples ondas en todas direcciones, con
intenso oscurecimiento del campo
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de la concentracion espermadtica, los
mas utilizados rutinariamente son el
de la camara hematimétrica o el de la
fotocolorimetria.

El primer método es muy simple, ya que
utiliza una pipeta de Sahli o una pipeta
de Eppendorf automética, con graduacion
para 20 pl, que sera diluido en un frasco
conteniendo 4 ml de una solucién de
formol-salino tamponada a 1% o de
citrato de sodio tamponado lo que dard
una dilucién final de 1:200. luego, el
semen inmediatamente se guarda en un
refrigerador a una temperatura de 4° C
hasta ser analizado.

Después de wuna leve vy répida
homogeneizacién del semen diluido, una
gota es llevada a una cdmara de Neubauer
y se realiza el mismo procedimiento usado
para el conteo de células sanguineas. Un
total de cinco cuadrados son contados,
el resultado es multiplicado por 10.000
para la obtencién de la concentracion total

de espermatozoides del eyaculado (Vale,
1994; 1997).

Motilidad

La motilidad espermdtica es un valor
fundamental para la conclusiéon de
la calidad de un eyaculado. Debe ser
realizada inmediatamente después de la
evaluacion del movimiento macroscopico.
Colocar una gota pequefia de semen entre
un portaobjetos a 40° C, examinar al
microscopio con un aumento de 40 6 100x,
de acuerdo con la escala del cuadro 4.

Vigor

El vigor de la motilidad individual y
la evaluacién del tipo e intensidad del
movimiento individual se realiza entre
porta y cubreobjetos a 40° C, con un
aumento de 40 a 100x en un microscopio,
como se presenta en el cuadro 5.

Cuadro 4. Escala para la evaluacion microscopica de la motilidad del semen bufalino

Motilidad (%) Evaluacion Valor numérico
80 — 100 Muy buena 5
60 — 80 Buena 4
40 - 60 Media B
20-40 Pobre 2
0-20 Mala 1

Fuente: Vale (1994; 1997)

Cuadro 5. Escala para la evaluacion microscépica del vigor del semen bufalino

Vigor Descripcion

) Todos o casi todos los espermatozoides con enérgicos movimientos progresivos

4 La mayoria de los espermatozoides con rapidos movimientos progresivos

8 Espermatozoides con movimientos progresivos de intensidad regular y
movimientos oscilatorios

2 Algunos espermatozoides con movimiento progresivo vigoroso y mucho
movimiento oscilatorio

1 Solamente espermatozoides con movimiento oscilatorio

0 Todos los espermatozoides se encontraban inméviles

Fuente: Vale (1994;1997)

Revista Especial 2011

97



98

Vivos y muertos

Mediante la determinacién del ntimero
de espermatozoides vivos y muertos es
posible predecir la calidad de un eyaculado.
Un eyaculado que presenta mds de 30%
de espermatozoides muertos, dificilmente
servird para ser procesado y congelado.
El procedimiento para la coloracién para
vivos y muertos es el siguiente:

* Colocar una pequefia gota de semen
fresco, retirado del eyaculado después
de la recoleccién. Colocarlo sobre
un portaobjetos limpio y calentado a
37 °C;

e Colocar dos gotas del colorante Eosina
a 2%, mezclar ambos liquidos con un
tubo de vidrio;

* Dejar reposar por 30 segundos y
proceder a realizar un frotis en un
segundo portaobjetos;

e Secar el portaobjetos sobre una fuente
de calor o aire caliente;

e Examinar al microscopio

Los espermatozoides vivos presentaran
una coloraciéon clara o no se dejan
colorear, mientras que los muertos tendran
una coloracién rosa-ceniza, debiéndose

considerar los espermatozoides
parcialmente coloreados como muertos.

pH

El semen normal del bifalo colectado
a través de la vagina artificial, presenta
un pH que varia entre 6,5 a 7,2. El pH
debe ser determinado inmediatamente
después de la recoleccién, por medio de
papel indicador. Es importante destacar
que el semen bufalino tiene una tendencia
mas fuerte a acidificarse, mas aun, si
tiene una concentracion mas baja de
azucares. Luego de la recoleccién ocurre
un rdpido metabolismo de esos azucares
que son transformados en &4cido l4ctico,
con una disminucién del pH del semen,
ocasionando alteraciones irreversibles de
los espermatozoides.

Caracteristicas bioquimicas
del semen

Los aspectos relacionados con la
composiciéon bioquimica integral del
semen bufalino y del plasma seminal son
importantes para el buen conocimiento
de las aplicaciones de las técnicas de
congelacién en esa especie.

Cuadro 6. Algunas caracteristicas fisicas y bioquimicas del semen bufalino y del plasma seminal.

Caracteristica Semen total Plasma seminal
Osmolaridad (mosM/kg) 293,33+%3,39 283,75+2,31
Proteina total (g/100 ml) 3,10+0,10 2,86+0,14

Lipidos totales (mg/100 ml)
Fructosa (M?/100ml)
Acido citrico (mg/100 ml)
Sodio (mg/100 ml)
Potasio (mg/100 ml)
Calcio (mg/100 ml)
Magnesio (mg/100 ml)
Clorados (mg/100 ml)
Fosfatos inorganicos (mg/100 ml)
Fosfatasa acida (U/100 ml)
Fosfatasa alcalina (U/100 ml)
Zn (mol/célula e umol/l)

Fuente: Ibrahim et al. (1985)
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321,15+18,41
547,08+61,24

260,86+12,52
684,60+81,14

368,73+£14,82 466,33+31,66
260,63+8,81 258,58+13,65
153,50+2,68 154,83+£3,27
32,04+2,77 32,42+3,10
6,17+0,41 6,46+0,39
196,57+2,45 224,06+2,60
17,02+1,67 12,75+1,09
225,00+2,99 331,20+2,60
326,05+2,16 331,20+2,60
14,3 86,88
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Singh et al (1970) reportaron la existencia
de una menor cantidad de acido citrico,
Na*, K* y Mg*™ y mayores cantidades
de Ca* y bicarbonato, y niveles iguales
de fructosa, Pi y sustancias reductoras
totales en el semen de bufalino cuando se
compararon al de bovino.

Para otros autores, los niveles de fosfatasa
dcida tienen un efecto positivo sobre los
espermatozoides de esa especie, mientras
que la fosfatasa alcalina, tendria un
efecto deletéreo, dado que altos niveles
de fosfatasa inhiben la respiraciéon y la
viabilidad de las células espermadticas,
debido a un acumulo de iones de fosfato-
inorgdnicos (Chaudhary et al., 1977;
Abdou et al., 1978).

Examen de la morfologia de
los espermatozoides

El porcentaje de espermatozoides normales
en el eyaculado de un bufalino es un
punto importante que debe ser observado
cuando el objetivo es la congelacién de
semen. Es importante asociar los otros
pardmetros ya evaluados en el eyaculado,
tales como turbidez, motilidad y vigor
directamente relacionados con el niimero
total de espermatozoides normales y
anormales. El estudio morfolégico de las
células espermadticas es realizado a través
de preparaciones sobre portaobjetos, las
células son coloreadas en un montaje
himedo.

Entre los métodos de coloracién se puede
usar el de Williams (carbo-fucsina-eosina)
y el método Cerovsky (rojo Congo),
cuando se cuentan doscientas células bajo
aceite de inmersion en un microscopio
convencional de luz brillante, con un
aumento de mil a dos mil veces. En el
caso de la preparacién himeda, consiste
en retirar del recipiente con solucién de
formol-salino con dos gotas de semen
ya diluido después de la recoleccion,
teniendo el cuidado de hacer una leve
homogeneizacién del frasco, y colocar
una gota en el portaobjetos calentado a
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40°C y cubrirla con un cubreobjetos, y se
examina la preparacién en el microscopio
de contraste de fase o interferencia. En
ambos métodos cerca de doscientas células
deben ser contadas.

Las diferentes tipos de anormalidades
estructurales asociadas con alteraciones
morfolégicas de la cabeza, acrosoma, pieza
intermedia, cola, gotas citoplasmdticas,
ademds de otras estructuras extrafas al
semen normal, tales como células de lalinea
espermatogénica, prepuciales, sanguineas,
inflamatorias, deben ser observadas y
contadas, cuyos porcentajes junto con el
de los otros pardmetros ya mencionados,
componen el espermiograma.

Las alteraciones encontradas deben seguir
la clasificacién propuesta por Blom
(1972) para bovinos, divididas en defectos
mayores y menores.

Defectos menores
Cabeza delgada

Defectos mayores
Subdesarrollado

Cabeza aislada

patologica

Estrechamiento en la
base

Cabeza piriforme

Pequefia normal

Gigantes, cortos y
largos

Cola doblada y

enrollada

Pieza intermedia

Contorno anormal ) .
abaxial, retroaxial

Cabeza pequena
anormal

Gota citoplasmatica
proximal y distal

Los Ilimites para defectos mayores,
individual y total deben ser de:

Individual -5%
Total -20%

Los limites totales para defectos mayores y
menores aceptables para el semen bufalino
con una concentracion de 40 millones por
dosis es de 30% de patologia total (Vale,
1994;1997).
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Patologia del acrosoma de
los espermatozoides post
descongelacion

El procesamiento tecnoldgico del semen
puede provocar alteraciones significativas
en la osmolaridad del medio diluyente
de los espermatozoides y afectar
especialmente el acrosoma, tanto durante
el proceso de la congelacion como de
la descongelacién (Singh et al., 1995;
Vale, 1994). Por eso, es recomendable
antes del empleo de una partida de semen
congelado, que sea haga una evaluacién
de la integridad del acrosoma de los
espermatozoides congelados.

Esa técnica presenta dos procedimientos,
puede ser hecha a través de un frotis
coloreado o una preparacion himeda. En
el primer caso, se prepara un frotis en
un portaobjetos limpio, desengrasado y
calentado a 40°C de semen descongelado,
secando la muestra de la misma forma

‘ Eyaculado

‘ Dilucion

FASE |

‘ Equilibracion FASE Il

‘ Congelacion

‘ Descongelacién

FASE lll

‘ TTR*

Figura 2. Representacion esquematica de la
rutina utilizada en las diferentes etapas del
procesamiento tecnolégico para la congelacion
de semen bufalino.

* Test de Termoresistencia.
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que se hace para la coloracién de vivos
y muertos, colorear seguidamente con
colorante de Giemsa y con el portaobjetos
examinar en el microscopio con el mismo
procedimiento para la técnica de la
determinacién de vivos y muertos. En el
caso de la preparaciéon himeda, se toma
una muestra de semen descongelado, con
dos a tres gotas que son previamente
diluidas en una solucién salina con
formalina al 4%, haciendo en seguida una
leve homogeneizacion. Inmediatamente se
retira una gota do semen diluido en el
portaobjetos, cubrir con el cubreobjetos
y examinar en el microscopio invertido
en contraste de fase, con un aumento de
1000x.

En ambas técnicas serdn investigadas
las siguientes alteraciones relacionadas
con el acrosoma: acrosoma separado,
acrosoma con desprendimiento, acrosoma
edematizado, acrosoma roto. Después de
ese examen, cualquier partida de semen
congelado que presente mds del 50% de
esos defectos, debe ser descartado por no
ser apto para su uso en IA (Vale et al.,
1991a; Vale, 1994; 1997).

Procesamiento tecnolégico
para a congelacion del semen
El principio bdsico para la congelacion
de semen bufalino es semejante al de
cualquier otra especie, y se presenta en la
figura 2.

Diluyentes

Actualmente, los innumerables diluyentes
utilizados en la criopreservacion de semen
bufalino son citrato-yema de huevo, lactosa,
leche descremada, suero de leche, TRIS-
yema y mds recientemente, el diluyente
a base de TRIS (Tris-hidroximetil amino
metano), cuya composicién se presenta
en el cuadro 7, mientras que el cuadro
8 presenta la formula del TES (Tris-
hidroximetil amino etano), siendo el
glicerol al 7% el crioproctetor comtn
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Cuadro 7. Férmula del diluyente TRIS

TRIS (Hidroxi-metil-amino-metano)
Solucién-madre

Tris

Acido citrico

D-fructosa

Sulfato de estreptomicina
Penicilina G potasica
Agua bidestilada c.s.p.
Dilucion final (en %)
Solucién- madre

Glicerol

Yema de huevo fresco

Cuadro 8. Férmula del diluyente TES

TES (Hidroxi-metil-amino-etano)
Solucion-madre (parte 1)
TES

TRIS

D-fructosa

Sulfato de estreptomicina
Penicilina G potasica
Agua bidestilada c.s.p.
Solucién-madre (parte Il)
Leche descremada

Agua bidestilada

Dilucion final (en %)
Solucién-madre (parte I)
Solucién-madre (parte Il)
Glicerol

Yema de huevo fresco

a todos los diluyentes (Vale, 1994;
1997). Gran parte de esos diluyentes
estdn constituidos de sustratos organicos
industrializados, productos importados de
eficiencia comprobada, pero de alto costo
y de dificil adquisiciéon lo que muchas
veces encarece el proceso tecnoldgico.

Asi, han surgido otras alternativas como
la utilizacién de agua de coco, empleada
en bovinos por Chieffi & Masoti (1959) y
por Nunes (1998) en diferentes animales
domésticos, incluso en la especie humana.

Vale et al., (1984), congelaron por primera
vez con éxito en Brasil semen bufalino
utilizando diluyentes a base de tris (tris-
hidroximetil amino metano) y tes (tris-
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Cantidad

38,10g
19,709
15,509
1,009
5x 105 Ul
1000 ml

73
7
20

Cantidad

48,309
11,609
2,009
2,009
1 x 108 Ul
1000 ml

119
100 ml

36.5
36.5
7
20

hidroximetil amino etano). El semen
congelado presenté una motilidad después
de la descongelacién superior a 40% y un
vigor 3 y cuando fue usado en el campo en
programas pilotos, presenté una fertilidad
comprobada a través del porcentaje de
nacimiento superior al 57%.

Nuevamente Vale et al. (1997; 1999)
utilizaron como alternativa un diluyente
a base de agua de coco, siguiendo las
recomendaciones de Nunes (1998),
obteniendo resultados satisfactorios, tanto
en el laboratorio, como en pruebas de IA en
campo, con indices de fertilidad semejantes
a los otros diluyentes tradicionales que se
presentan en los cuadros 9 y 10.
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Cuadro 9. Composicion del diluyente CEBRAN | a base de agua de coco

Solucién Stock |
Agua de coco
Agua bi-destilada
Citrato de sodio 5%
Solucion Stock I
Solucion stock |
Yema de huevo
Diluyente Final
Solucion stock
Glicerol
Penicilina G potasica
Sulfato de estreptomicina
(Ajustar o pH para 6,8 —7,0)
Ajustar osmolaridad a 290 + 5 mosM

Cantidad
50 ml
25 ml
25 ml

90 ml
10 ml

93,0 ml
7,0 ml
1,000Ul/ml
2 g/100 ml

Cuadro 10. Férmula del diluyente CEBRAN Il a base de Ringer-Lactato

Solucion A (500 ml)

D-Fructosa

Penicilina G potasica
Sulfato de estreptomicina
Ringer-Lactato c.s.p
Solucion B

11% leche descremada diluida en agua a 80° C

Solucioén Final
Solucién A
Solucién B
Glicerol

Yema de huevo

(Ajustar el pH para 6,8 7,0)
Ajustar la osmolaridad a 290 £ 5 mosM

Dilucion

Posterior a la recoleccién, el semen
debe ser rdpidamente pre-diluido con el
diluyente mezclado lentamente con la
ayuda de una pipeta en un recipiente
del tipo biberén o Erlenmeyer con un
volumen de veinte a cuarenta milimetros.
Tanto el semen como el diluyente deben
estar a temperatura de 37° C, por eso
deben estar sumergidos en un bafo
maria a la misma temperatura. Es muy
importante que el diluyente sea adicionado
gota a gota al semen, hasta alcanzar el
volumen para una concentracién de 40 x
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Cantidad

1,08 g
70 mg o 1000 Ul
700 mg/ 10° Ul
500 ml

36,5 ml
36,5 ml
7,0 ml
20,0 ml

10° espermatozoides/dosis. Al final de la
dilucién se debe proceder a una evaluacién
de la motilidad y del vigor, antes de que
sea envasado el semen en pajuelas de
0,5 ml, previamente identificadas con el
nombre, nimero de toro, fecha y nimero
de lote.

Refrigeracion y
tiempo de equilibrio
Después del envasar el semen en las pajuelas

estas se deben colocar en un refrigerador
y sometidas a una curva decreciente de
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temperatura de 0,25 °C/minuto, hasta
alcanzar la de 5°C. El tiempo de equilibrio
ideal para el semen bufalino es de seis
horas, debiéndose valorar el semen al final
del tiempo de equilibrio antes de continuar
con el proceso de congelacion.

Congelacién

La congelaciéon del semen debe hacerse
inicialmente en vapor de nitrégeno liquido,
manteniendo las pajuelas por veinte
minutos horizontalmente sobre una rampa
localizada a cuatro centimetros por encima
del nivel de nitrégeno. Después de este
periodo, el material debe ser sumergido
directamente en el nitrégeno liquido,
distribuidos en los vasos criogénicos y
almacenarlas hasta su utilizacion.

Evaluaciéon del semen después
de la descongelacién

Luego de la congelacién y antes de que
una partida de semen sea almacenada en
un contenedor apropiado, es necesario la
descongelacién de una dosis de semen
para evaluar su motilidad y vigor. Esa
descongelaciéon debe ser hecha en agua
a 40°C por treinta segundos. Por tanto,
para que una partida de semen congelado
sea aceptada en el uso de programas de
IA, debe presentar una motilidad minima
de 30% y un vigor 2-3. La evaluacion de
semen debe hacerse de la misma forma que
se hace la del semen recién recolectado a
través de la vagina artificial.

Cuadro 11. Féormula de la solucién de PBS

Solucién del PBS Contenido
NaCL 8,000g
KCL 0,200g
MgClL6H,0 0,100g
CaCl,2H,0 0,100g
Na,HPO, 1,150g
KH,PO, 0,200g
H,O bidestilada q.s.p. 1000 ml

Revista Especial 2011

También es recomendable realizar una
evaluacion microscépica de las muestras
de semen, después de la congelacion,
principalmente para la observacion
de las alteraciones acrosémicas de los
espermatozoides. Se debe hacer una
dilucién de semen en una solucién de
PBS (tampén fosfato salino), (cuadro
11). Este procedimiento busca facilitar la
evaluacion de la calidad de semen, porque
el diluyente a base de TES hace dificil
la visualizacién de los espermatozoides,
mientras que la solucién con PBS facilita
su visualizacién. La solucién puede ser
preparada y almacenada a — 20°C, de
acuerdo con la férmula abajo descrita.

Test de termoresistencia (TTR)

Después de transcurrido un minimo de
treinta dias de almacenamiento en nitrégeno
liquido. Cada lote de semen debera contar
con un minimo de tres dosis escogidas al
azar, que serdn descongeladas en bafio-
marfa a 40°C por treinta segundos. Una
muestra deberd ser separada e incubada
durante tres a cinco minutos en bafio marfa
a40°C, para tener el semen disponible a los
examenes inmediatos pos-descongelacion.
Para el test de termoresistencia las dosis
de semen permanecerd en incubacién en
bano-maria a 40°C, realizando nuevas
evaluaciones a los treinta, sesenta, ciento
veinte y ciento ochenta minutos. En el
test termoresistencia el semen tiene que
presentar un minimo de 20% de motilidad
a los ciento ochenta minutos de incubacién
(Ribeiro et al., 1991).
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