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RESUMEN

La evaluacion de semen de toro es un proceso imprescindible para determinar su congelacion
e implica determinar la concentracion y estimar la calidad y vitalidad de los espermatozoides
en un eyaculado. El objetivo fue comparar concentracion y motilidad seminal, evaluadas por
métodos tradicionales (concentracién por contaje directo y motilidad por apreciacién visual)
con los obtenidos por un equipo computarizado, SQA-VDb. El ensayo se realizé en el centro de
toros Gensur y se evaluaron 116 eyaculados de 5 razas (Holando, Jersey, Polled Hereford,
Aberdeen Angus y Red Angus). El método de colecta fue mediante vagina artificial en su
mayoria a excepcion de un toro que fue colectado con electroeyaculador. El estudio
morfolégico del semen se realizé en el Laboratorio del Departamento de Reproduccion de la
Facultad de Veterinaria bajo la técnica de formol salino bufferado en microscopio de contraste
de fase a 100x. Para este analisis se evaluaron 93 eyaculados de los mismos animales antes
mencionados. El porcentaje de motilidad espermatica obtenido por SQA-Vb fue de 67,4% y
por apreciacion visual de 68,8% (P<0,0001). Lo mismo ocurrié con la concentracion y el total
de espermatozoides por eyaculado en la cual se obtuvo una correlacion de 0,866 para la
primera y de 0,928 para la segunda (P<0,0001). El promedio de espermatozoides normales
fue de 84,9% para la técnica de formol salino bufferado y de 84,8% para SQA-Vb. No
hubieron diferencias significativas para ambas variables (P<0,09) con una correlacion r =
0,17753. Se puede concluir que el equipo SQA-Vb tiene una precision similar a los métodos

tradicionales para la evaluacion seminal.



SUMMARY

Evaluation of bull semen is an unpredictable process to determine its quality and involves
(among others) determining the concentration and estimate the quality and vitality of the
sperm in an ejaculate. El objective was to compare seminal concentration and motility,
evaluated by traditional methods (concentration by direct counting) and motility by visual
appreciation with those obtained by a computerized equipment, SQA-Vb. The trial was
conducted in Gensur Bull Center and 116 ejaculates of 5 breeds (Holstein, Jersey, Polled
Hereford, Aberdeen Angus and Red Angus) were evaluated. The method of collection was
through artificial vagina with the exception of a bull that was collected with electroejaculator.
The semen morphological study was carried out in the laboratory of the Department of
Reproduction of the Veterinary Faculty under the technique of formol saline buffered in 100 x
phase contrast microscope. Ninety three ejaculates of the same above mentioned animals were
evaluated for this analysis. Sperm motility percentage obtained by SQA-Vb was 67.4% and
by visual appreciation of 68.8% (P > 0.1). Same thing happened with the concentration and
the total number of sperm in the ejaculate with a correlation of 0.866 for the first and 0.928
for the second (P < 0.0001). Normal sperm averaged 84.9% for the technique of saline
buffered formalin and 84.8% for SQA-Vb. There were no significant differences for both
variables (P > 0.09) with a correlation r = 0.17753. It can be concluded that the SQA-Vb team

has similar accuracy to traditional methods for seminal.



INTRODUCCION

La fertilidad masculina es un factor importante en la reproduccion del bovino dado que un
solo toro se utiliza generalmente para servir numerosas vacas especialmente despues de la
introduccion de la inseminacion artificial. La evaluacion de la fertilidad masculina se basa
principalmente en la evaluacién de semen usando parametros convencionales tales como la
motilidad, la morfologia, viabilidad, las estimaciones bioquimicas de enzimas, y la integridad

acrosomal de la membrana.

Entre estos, la motilidad es una de las caracteristicas mas importantes asociadas con la
capacidad de fertilizacion de los espermatozoides por lo que sigue siendo el parametro de
eleccion para determinar el grado de dafio causado en el esperma por el procedimiento de
criopreservacion. La motilidad del esperma es ampliamente evaluada mediante evaluacion
visual en un microscopio equipado con oOptica de contraste de fase. Sin embargo, debido a la
subjetividad de la técnica, ha sido una prediccion pobre de potencial de fertilidad (Liu et al.,
1988; Fitzpatrick et al., 2002; Holroyd et al., 2002).

Examenes de animales machos se hacen para dos propdsitos principales: o bien para
determinar si se puede esperar fertilidad normal del animal, o para el diagndstico de
infertilidad. En cualquier situacion, los requisitos son una historia del animal, un examen
general, un examen detallado del tracto genital, la observacion de la copula, la posterior

recogida y evaluacion del semen (Arthur et al., 2001).

La evaluacion de semen de toro es un proceso imprescindible para determinar su congelacion
e implica determinar la concentracion y estimar la calidad y vitalidad de los espermatozoides
en un eyaculado. La concentracion de espermatozoides se puede realizar manualmente,
mediante contaje de espermatozoides por unidad de volumen, o por espectrofotdmetros
adecuadamente calibrados. La calidad del eyaculado se determina por el estudio microscépico
de los espermatozoides, generalmente mediante un microscopio de contraste de fases a
aumentos de 100x, donde se determina el porcentaje de formas normales o anormales. La
determinacion de la vitalidad del espermatozoide se realiza estimando el porcentaje de
espermatozoides con movimiento rectilineo en un microscopio simple o de contraste de fase,
siendo este metodo subjetivo y por tanto sujeto a variaciones de acuerdo a la idoneidad y

experiencia del evaluador.



La evaluacion de la motilidad ha sido una técnica propensa a subjetividad (Walker et al.,
1982), y la visualizacion de los enfoques puede variar entre los evaluadores dentro de la
industria. Ya en 1957, las evaluaciones demostraron ser pobres estimadores de la motilidad
(Baker et al., 1957). Makler (1978) declaré que este método tiene un valor muy limitado en
estudios clinicos y no era adecuado para la investigacion. Freund (1966) demostré que incluso
los laboratorios de investigacion de esperma no podrian producir en consonancia resultados
en la evaluacion morfologica espermatica (Walker et al., 1982). La motilidad individual ha
sido utilizada desde la década de 1600, y la movilidad sigue siendo el principal control de

calidad para las organizaciones de procesamiento de semen.

El andlisis computarizado de semen fue propuesto por primera vez por Dott y Foster (1971)
en el que varios pardmetros como la concentracion, la motilidad y la morfologia se pueden
analizar mediante el procesamiento de imagenes digitales de los espermatozoides (Kathivaran
et al.,, 2011). Recientemente se han desarrollado equipos electrénicos que, mediante un

software adecuado, calculan en forma automatica la concentracion y vitalidad del semen.

Por todo lo anteriormente mencionado nos planteamos comparar el analisis de semen
mediante evaluacion manual y subjetiva, con un método computarizado y objetivo como lo es

el caso del equipo en estudio SQA-Vb.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Recordatorio Anatomico

La produccion de espermatozoides potencialmente fértiles y su adecuado deposito en el
aparato reproductor de la hembra son las funciones naturales del toro (Salisbury, 1978). El
sistema reproductor masculino esta formado por el cordon espermatico, testiculo, epididimo,
glandulas sexuales accesorias y el pene. El testiculo produce espermatozoides y testosterona,
asi como otras sustancias como la inhibina, el estrdgeno y una variedad de proteinas. El
epididimo proporciona el entorno para la maduracion final de los espermatozoides y sirve
como un érgano de almacenamiento para estas células. Las glandulas sexuales accesorias

producen plasma seminal y el pene es el drgano copulador (Senger, 2003).



Testiculos y Escroto

Los 6rganos sexuales masculinos principales son los dos testiculos que en los mamiferos se
hallan localizados en una bolsa externa llamada escroto. El escroto es un saco bilobulado que
contiene los testiculos; se halla situado en la region inguinal entre los muslos, inmediatamente
detrés de las tetillas rudimentarias. Con sus musculos, revestimientos fibrosos y piel externa,
soportan los testiculos, los protegen y ayudan a que mantengan una temperatura mas baja que

la del interior del abdomen que se requiere para una espermatogenesis adecuada.

Finishing Shops
* Fluid absorption

* 8-25x10° spermatozoa
* Membrane changes
* Nuclear & flagellar
stabilization
* Motility
* Cytoplasmic droplet
translocation

High Speed
Manufacturing

* <1-25x10°
spermatozoa/day
(35,000-200,000 per
second)

* “Plant” must be air
conditioned

Accessory
sex glands

Warehouse
and Shipping

* Storage
10-50x10? spermatozoa

* Spermatozoa for 5 to 10
ejaculations

* Smooth muscle
contractions upon
sexual stimulation

pididymis / Head
\\
Epididymis / Body

ﬁscis

Epididymis / Tail

Delivery System

* Erection
* Protrusion
* Emission

* Ejaculation

Final Alterations
and Packaging

¢ Metabolic subtrates
= Surface coatings

* Transport for
spermatozoa

Figura 1. Aparato reproductor del macho y sus funciones (Senger, 2003)

Los testiculos tienen dos funciones en los machos adultos, la primera es la produccién de
espermatozoides vivos potencialmente fértiles, y la segunda es la formacién de los
androgenos testosterona y androstenediona. Es un cuerpo oval y alargado, suspendido dentro
de la bolsa escrotal por el cordon espermatico, que tiende a llevar el borde libre anterior del
testiculo ligeramente hacia abajo o en una posicion ventral. Se halla revestido por una delgada
capa de tejido conjuntivo elastico, la tdnica albuginea (Salisbury, 1978), que esta formada

principalmente por series entremezcladas de fibras de colageno (Figura 1).
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Para funcionar correctamente los testiculos de los mamiferos deben mantenerse a una
temperatura menor que la del resto del cuerpo (Hafez, 2002). La temperatura constante, media
del gradiente entre las temperaturas organica y escrotal, se mantiene en los machos normales
mediante la accion termorreguladora de la musculatura de la tunica dartos. Esta accion
termorreguladora no comienza hasta que el animal no llega a la pubertad y esta regulada por
las hormonas testiculares. Un factor que contribuye al enfriamiento o calentamiento de la
sangre arterial que llega a los testiculos es el mecanismo de intercambio térmico realizado por
la posicion de la arteria testicular y el plexo venoso pampiniforme que la rodea, separados

solamente por tejido conjuntivo dentro del cordon espermatico (Salisbury, 1978).

El corddn espermatico estd formado por el masculo cremaster interno, los vasos y nervios que
recorren el testiculo en la doble capa de mesorquio (doble capa de peritoneo que une al
testiculo abdominal con el peritoneo parietal y se continda con la tinica vaginal propia) y el
conducto deferente. La arteria espermatica se origina en la aorta posterior. La vena
espermatica forma el plexo pampiniforme, que rodea a la arteria cuando sale del testiculo. Los
nervios del testiculo provienen del plexo mesentérico posterior y renal del sistema auténomo.
El testiculo no tiene nervio sensorial propio pero la tanica vaginal refleja le suministra nervios

sensoriales desde el tercer nervio espinal lumbar (Arthur, 1991).

Epididimo

El epididimo, un conducto que parte de los conductos eferentes en la parte dorsal del
testiculo, se considera dividido en tres partes: la cabeza, el cuerpo y la cola (Salisbury, 1978).
En su cabeza, una cantidad variable de conductos eferentes se unen al conducto epididimario.
Esta forma una estructura aplanada, es uno de los polos testiculares; el estrecho cuerpo
termina en el polo opuesto en la amplia cola. El conducto contorneado del epididimo es muy
largo, la pared del conducto tiene una notable capa de fibras musculares circulares y un
epitelio pseudoestratificado de células cilindricas. Hay una disminucién progresiva de la
altura del epitelio y los enterocilios, y ensanchamiento de la luz a través de los tres segmentos.
Los dos primeros segmentos se encargan de la maduracién de los espermatozoides, mientras
que el terminal se destina a su almacenamiento. La maduracion de los espermatozoides
ocurre durante el transito por el epididimo; la motilidad aumenta a medida que aquellos entran
en el cuerpo de éste. EI ambiente de las células espermaticas en la cola del epididimo

proporciona factores que favorecen la capacidad fecundante.
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La cola es el principal 6rgano de almacenamiento, contiene alrededor del 75% de las células
espermaticas alojadas en el epididimo. Los espermatozoides almacenados en las ampollas

constituyen solo una pequefia parte de las reservas extragonadales totales (Hafez, 2002).

Organos genitales internos

Los organos genitales internos comprenden las vesiculas seminales, la ampolla, la prostata,
las glandulas bulbo-uretrales y la uretra pélvica (Arthur, 1991). Ademas de aportar un medio
liquido para el transporte de los espermatozoides, la funcion de las glandulas accesorias es
incierta, aunque se sabe mucho acerca de los agentes quimicos especificos que proporcionan
al semen que se eyacula (Hafez, 2002). Proporcionan la mayor parte del plasma seminal,
contiene abundantes carbohidratos, citratos, proteinas, aminoacidos, enzimas, vitaminas
hidrosolubles y minerales, y posee una capacidad tampon relativamente alta, sirviendo este
plasma especialmente para mantener los procesos vitales de los espermatozoides (Salisbury,
1978).

El plasma seminal no es necesario para la fertilidad, pero es importante para la inseminacion
natural donde se necesita un vehiculo fluido para la entrega de los espermatozoides (Senger,
2003).

Las ampollas son las terminaciones dilatadas de los deferentes y cada una entra en la uretra
por la abertura comin con la vesicula seminal del mismo lado, en éstas se almacena la

porcidn espermatica que procede de los testiculos y del epididimo.

Las vesiculas seminales se encuentran en posicion lateral respecto a las porciones terminales
de cada conducto deferente, son compactas y lobuladas en rumiantes (Hafez, 2002). Son
activamente secretoras y su secrecion contiene una cantidad elevada de fructosa y acido
citrico (Salisbury, 1978). El conducto de las vesiculas seminales y el conducto deferente

suelen compartir un conducto eyaculatorio comun que se abre en la uretra (Hafez, 2002).

La glandula prostatica estd intimamente relacionada con la uretra intrapélvica y esta dividida
en dos partes (Arthur, 1991). El cuerpo de la préstata se sitia dorsalmente a la union de la
uretra pelviana con el cuello de la vejiga. El resto de la glandula, el pars disseminata, rodea la
uretra pelviana, siendo mas gruesa en la cara dorsal que en la ventral (Salisbury, 1978).
Presenta una secrecion acuosa (Arthur, 1991), y se cree es rica en minerales (Senger, 2003).
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Las glandulas bulbouretrales o de Cowper, estan situadas a ambos lados de la uretra pelviana,
unos centimetros por detras de la préstata y se hallan parcialmente enterradas en el musculo
bulbocavernoso. Cada una de ellas vierte su secrecion en la uretra a traves de un orificio
simple. Producen una sustancia lubricante viscosa, de aspecto de moco (Salisbury, 1978). Su
secrecion acuosa se elimina antes del coito y se considera que asi limpian la uretra de los
restos de orina (Arthur, 1991).

Pene y prepucio

El pene se compone de tres partes. Estas partes son la base (raiz) del pene donde se une al
arco isquidtico, el eje (la parte principal del pene), y el glande del pene que es el extremo
distal especializado. El glande esta repleto de nervios sensoriales y es el homologo del clitoris
femenino. La estimulacion del glande del pene es el principal factor para iniciar los

mecanismos de la eyaculacion.

En especies con pene fibroelastico, hay una flexura sigmoidea. Esta es una configuracion en
forma de S a lo largo del eje del pene. La flexura sigmoidea permite que el pene se retraiga
dentro del cuerpo hasta que se produce la ereccion. La ereccién es rigida sin un cambio
significativo en el didmetro. La flexura sigmoidea es mantenida por un par de musculos lisos
conocido como musculos retractores del pene. Estos se adjuntan dorsalmente a la vértebra
coccigea y unida ventralmente a los lados ventrolaterales del pene. Cuando se contrae, el
masculo retractor del pene tiene el pene dentro de la vaina y cuando se relaja, protruye el
pene. El eje del pene tiene un area de tejido esponjoso y eréctil conocida como el cuerpo
cavernoso que constituye la mayor parte del interior del pene. En la parte ventral del pene que
rodea la uretra peneana es otra area de tejido eréctil esponjoso llamado cuerpo esponjoso. La
ereccion en el toro, jabali, carnero, caballo y camélidos se produce por una combinacion de la
relajacion de los musculos retractores del pene y el flujo de la sangre en los cuerpos
cavernosos Y el cuerpo esponjoso (Senger, 2003).

La estimulacion sexual produce dilatacion de las arterias que riegan los cuerpos cavernosos
del pene. El enderezamiento del pene en los rumiantes es causado por el musculo
isquiocavernoso, que bombea sangre desde los espacios cavernosos de las raices hacia el resto

del cuerpo cavernoso del pene (Hafez, 2002).
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Desarrollo Embrionario y Diferenciacion Sexual

La embriogénesis de la hipofisis y los tractos reproductores masculino y femenino es una
serie muy coordinada de eventos que implican la fusion de varios tipos de tejidos que al final

dan la forma completa a las glandulas reproductoras y 6rganos (Senger, 2003).

El periodo de embrion, que en la vaca se situa arbitrariamente como el intervalo entre los dias
13° y 45° de gestacion, se caracteriza principalmente por el comienzo de la formacion de la

mayoria de los 6rganos y partes corporales (Salisbury, 1978).

La diferenciacion es el proceso por el que un grupo de células no especializadas se desarrollan
en un grupo funcional, reconocible de células que tienen una funcién comun. Las capas
germinales que aparecen antes de la fijacion del embrion en el utero, son el endodermo,

mesodermo y ectodermao.

El endodermo es la capa interior celular del embrion y eventualmente da lugar al tracto
digestivo, higado, pancreas, pulmén y drganos endocrinos. El ectodermo se desarrolla a partir
de las células externas de la masa celular interna. EI ectodermo daré lugar al sistema nervioso
central, los 6rganos de los sentidos, las glandulas mamarias, las glandulas sudoriparas, la piel,
el cabello, las ufas y pezufias. La capa media del embrién se conoce como el mesodermo. El
mesodermo se desarrolla entre el ectodermo y el endodermo. Esta capa germinal da lugar a
los sistemas circulatorio, esquelético, muscular y urinario. La mayor parte del sistema

reproductor se deriva a partir del mesodermo.

En el embridn temprano (primer 15% de la gestacion), cuando el saco vitelino todavia esta
presente, se desarrollan las células germinales primordiales. Estas células se originan en el
revestimiento interior del saco vitelino. Las células germinales primordiales migran por un
movimiento ameboide desde el saco vitelino en el intestino posterior y finalmente residen en
la gbnada indiferenciada. El sexo del embrién no es evidente en la génada indiferenciada. La
gonada indiferenciada se encuentra en la superficie interior de la pared dorsal del cuerpo y se
conoce en este momento como la cresta genital. Eventualmente, se forman las gonadas en el

macho o en la hembra.
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La mayoria de las células germinales primordiales pueblan la cresta genital, durante el tiempo
que estdn colonizando las crestas genitales, estan experimentando mitosis y su ndmero
aumenta de manera significativa. Cuando las células germinales primitivas llegan a la cresta
genital, se estimula el tejido conectivo local para proliferar. Esto resulta en la formacion de
filamentos compactos de tejido llamados cordones sexuales primitivos, éstos cordones

proliferan en las crestas genitales para ampliar y empujar hacia el rifion en desarrollo.

Durante su desarrollo, el embrién utiliza tres sistemas de origen renal morfolégicamente
distintos. El Ilamado pronéfros primero, es un remanente no funcional de una forma primitiva
de fundaciones de rifion en los animales inferiores. Temprano en la embriogénesis, se da la
regresion del pronéfros y se sustituye por una pareja funcional, bilateral de los rifiones
intermedios conocidos como los mesonéfros. EI mesonéfros produce orina que es drenada por
un par bilateral de conductos, conductos mesonefricos. Estos conductos se llamaban
conductos de Wolff. Los conductos mesonéfricos se extienden caudalmente y desembocan en
el seno urogenital. Cuando transcurre un 10% a 15% de la gestacion la forma final de rifion
comienza a aparecer. Esta forma renal final se conoce como los metanefros. Se van a
desarrollar nefronas funcionales y servira como la forma funcional del rifiébn en mamifero

adulto. EI metanefros se vuelve funcional por el primero 30% a 35% de la gestacion.

Al mismo tiempo, que el mesonefros esta en desarrollo, un nuevo par de conductos al lado de
los conductos mesonéfricos comienzan a desarrollarse. Estos conductos se Ilaman conductos
paramesonéfricos o conductos de Miuller. A pesar de que el conducto mesonéfrico y los
conductos paramesonéfricos estan ambos presentes, el embrion no estd comprometido con
respecto a su sexo en este momento. La diferenciacion sexual de los 6rganos en si todavia no
ha ocurrido. Esta etapa se conoce como la etapa sexualmente indiferente porque la
discriminacion morfoldgica entre el embrion macho y hembra no se pueden realizar por

simple observacion (Senger, 2003).

El aparato reproductor del macho se deriva principalmente de los conductos de Wolff, que se
han diferenciado a su vez en las crestas genitales del embrion primitivo. Los 6rganos sexuales
del embrion se distinguen hacia el dia 45° de gestacion, pero el desarrollo del aparato
reproductor prosigue y la relacion de las diferentes partes se modifica a lo largo de la vida

fetal y del comienzo de la postnatal hasta la pubertad (Bloom-Fawcett, 1995).
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Los cromosomas sexuales dentro de los espermatozoides determinan si el embrion se
convertird en un macho y el desarrollo de los testiculos o si se convertird en una hembra y
desarrollara los ovarios. La sustancia que controla la via hacia el desarrollo ya sea macho o
hembra se llama factor determinante del testiculo (TDF) y es controlado por el cromosoma Y.
Cuando el factor determinante del testiculo es sintetizado por los cordones sexuales dentro de
la gonada primitiva, el desarrollo del sistema reproductor masculino es estimulado. En
ausencia de TDF se da el desarrollo de un sistema reproductor femenino. En el embrion
macho, las porciones del rifidn mesonéfrico son adecuadas para su uso en el tracto
reproductivo aproximadamente al mismo tiempo que los conductos paramesonéfricos
comienzan a degenerarse. Entre 5 y 15 tdbulos mesonéfricos penetran en la gdnada primitiva
y hacen conexiones con los cordones sexuales primitivos a través de la red testicular. La rete
testis es una red de pequefios conductos que conectan los tabulos seminiferos a los conductos
eferentes. Los conductos eferentes se derivan de los tubulos mesonéfricos. El conducto
mesonéfrico dard lugar al epididimo y conducto deferente. En conjunto, los conductos
eferentes, el epididimo y el conducto deferente se las apropiaron para convertirse en el

sistema de conductos excurrentes extragonadales del aparato reproductor masculino.

Los testiculos son formados en el nivel de las costillas y descienden al escroto al final de la
gestacion. En primer lugar, los testiculos deben recorrer una distancia sustancial desde la
posicién retroperitoneal en la cavidad del cuerpo en el escroto. Este movimiento implica el
crecimiento rapido seguido de rapida regresion de una estructura ligamentosa llamada el
gubernaculum. El segundo reto en la comprension del proceso de descenso implica
comprender como dos capas de peritoneo cubren los testiculos y descienden con él. Estas dos
capas, la tanica vaginal visceral y la tlnica vaginal parietal estan separadas por una cavidad

vaginal que es continua con la cavidad peritoneal.

El gubernaculum se extiende caudalmente y reside en el area del escroto futuro. A medida que
el cuerpo fetal crece los testiculos son empujados contra el peritoneo. Este empuje hacia fuera
hace que el peritoneo se envuelva alrededor de la gubernaculum y los testiculos (Senger,
2003). Los testiculos se desarrollan en el interior del abdomen, en posicion medial respecto al
rifidn embrionario (mesonefros). Dentro del testiculo, el plexo de conductos se conecta a los
tubulos mesonéfricos y de este modo al conducto mesonéfrico, para formar el epididimo,

conducto deferente, y la glandula vesicular.
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Las glandulas prostatica y bulbouretral se forman a partir del seno urogenital embrionario, y
el pene se genera por tubulizacién y alargamiento de un tubérculo que se desarrolla en el

orificio del seno urogential (Hafez, 2002).

Control Endocrino del Sistema Reproductor del Macho

En el macho normal, el testiculo es una glandula par, de doble funcion, endocrina (produccién
de hormonas) y exocrina en la elaboracion de células sexuales o gametos masculinos
(Cavestany, 1986).

El proceso de la espermatogénesis se halla bajo control enddcrino. Las principales glandulas
implicadas son la pituitaria y los testiculos, también pueden intervenir las glandulas adrenales

y posiblemente la glandula tiroides aungue en papeles secundarios (Salisbury, 1978).

El hipotadlamo integra estimulos del SNC y es generalmente considerado el regulador de la
actividad testicular. A diferencia de lo que sucede en hembras (ciclicidad), en el macho la
funcién enddcrina es tonica. Esto se debe a que los androgenos producidos y liberados por el
feto antes del nacimiento, destruyen el centro ciclico sexual del hipotalamo, permaneciendo
activo solo el centro tonico. La actividad sexual de macho es tonica y constante (Cavestany,
1986).

Para el funcionamiento testicular normal se requiere de estimulacién hormonal por

gonadotropinas adenohipofisarias, las cuales a su vez son controladas por la secrecién pulsatil
de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) del hipotdlamo (Hafez, 2002).

Hormona GnRH

La hormona liberadora de gonadotrofinas 0 GnRH es un decapéptido secretado por el
hipotdlamo que desempefia un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de la
reproduccion; como su nombre lo indica la funcion mas conocida es el control de la secrecién
de las hormonas gonadotropicas como la hormona luteinizante (LH) y la foliculo estimulante
(FSH) (Ungerfeld, 2002).
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La GnRH se libera al sistema porta-hipofisario desde el hipotalamo en forma de pulsos leves,
desde donde alcanzan los gonadotrofos de la hipofisis anterior y promueven la descarga
pulsatil de LH y FSH. La retroaccion de las hormonas hipofisarias no estd muy clara, lo que si
esta establecido es la accion de las hormonas testiculares sobre el hipotalamo.

La testosterona (T) ejerce una retroaccion negativa en el hipotdlamo, disminuyendo la tasa de
secrecion de GnRH. La testosterona es la hormona circulante, pero a nivel central es
aromatizada en 17 B-estradiol que es en definitiva la hormona que actia a nivel del
hipotalamo, por lo tanto las hormonas responsables de la retroaccion serian los estrégenos en

vez de la testosterona (Cavestany, 1986).

Hormonas Gonadotrépicas

Como su nombre lo indica juegan un rol fundamental en la estimulacion de las génadas; son
las principales mediadoras del sistema nervioso central sobre las actividades enddcrinas y
gametogénicas de las gonadas (Ungerfeld, 2002). Su secrecion estéa regulada por la hormona
GnRH vy los esteroides gonadales (Hafez, 2002). Mientras que los retrocontroles de las
gonadas sobre la FSH, ejercidos por el estradiol, progesterona, inhibina, activina y folistatina,
actian primariamente a nivel hipofisiario, la mayoria de los retrocontroles sobre la LH se

efectlian a nivel hipotaldmico, modulando la liberacion de GnRH (Ungerfeld, 2002).

Un aumento inicial de FSH entre los 3 y 5 meses de edad en toros resulta en una proliferacion
de células de Sértoli, alargamiento del tabulo seminifero y en un aumento en el diametro del
tubulo. En consecuencia, hay un aumento en el tamafio testicular a esta altura. Al mismo
tiempo, aumenta la secrecion de LH, la cual resulta en una mayor produccién de testosterona
por las células de Leydig. Entre los 5 y 8 meses de edad la FSH y LH permanecen bajas y
luego aumentan nuevamente junto con el comienzo de la pubertad. Se ha demostrado
recientemente que mientras mayor sea el aumento de LH a los 3-5 meses de edad, antes se
producira el comienzo de la pubertad y mayor sera el tamafio de los testiculos al afio de edad
(datos no publicados). Por esto, se podria especular que las condiciones ambientales, las
cuales interfieren con la salud o con el crecimiento de los terneros durante este periodo
critico, podrian resultar en pubertad atrasada y en tamafio testicular reducido en el toro de 1
afo (Barth, 1999).
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Esteroides Gonadales

Célula de Leydig

La funcion endocrina del testiculo reside fundamentalmente en las células intersticiales de
Leydig, éstas sintetizan y liberan la hormona sexual masculina testosterona, que es necesaria
en una concentracion local alta para mantener la espermatogénesis de los tubulos seminiferos
(Bloom y Fawcett, 1995). La produccion de testosterona por parte de la célula de Leydig es
controlada por una gonadotrofina, la LH, antiguamente llamada hormona estimulante de las
células intersticiales. La testosterona producida por la célula de Leydig llega hasta el tubulo
seminifero tanto por difusién simple como por difusion facilitada. Las altas concentraciones
de testosterona en el tibulo son necesarias para que ocurra una adecuada espermatogénesis,
especialmente para que transcurra correctamente la meiosis. También alcanza rapidamente el
torrente sanguineo donde resulta de importancia para el desarrollo y mantenimiento de la
libido, la actividad secretoria de los érganos sexuales accesorios y las caracteristicas sexuales
secundarias asociadas al fenotipo masculino, tales como el aumento de la masa muscular y
esquelética (Ungerfeld, 2002).

Célula de Sértoli

Es la Unica célula somética dentro del tabulo seminifero, esta célula en gran medida dicta el
desarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis y esta regulada por la T y FSH
(Cavestany, 1986). El tubulo seminifero estd compuesto de una membrana basal y una capa
de epitelio seminifero. El tabulo estd rodeado por células peritubulares contractiles. Su
contraccion y el flujo de fluido segregado por las células de Sértoli le permite al recién

formado espermatozoide moverse en los tabulos rete.

El epitelio seminifero consta de dos grandes regiones conocidas como el compartimiento
basal y el compartimiento ad luminal. Las células de Sértoli se anclan a la membrana basal y

rodean el desarrollo de la poblacion de células germinales.

Estas células son las Unicas células somaticas en el epitelio seminifero. Una vez se creia que
eran simplemente un componente de apoyo a los elementos germinales, ahora se consideran
ser los gobernadores celulares de la espermatogénesis. Cada célula de Sértoli aloja un numero
méaximo de células germinales en desarrollo, caracteristico de una especie dada. Por lo tanto,
los testiculos con un alto numero de células de Sértoli son capaces de producir grandes

cantidades de espermatozoides.
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A la inversa, los testiculos con un bajo nimero de células de Sértoli s6lo pueden producir un
pequefio nimero de espermatozoides. Las células de Sértoli son analogas a las células de la
granulosa del foliculo ovarico. Sin embargo, a diferencia de las células de la granulosa, la

célula de Sértoli contiene receptores para FSHy T (Senger, 2003).

Ciertas evidencias sugieren que la FSH estimula la célula de Sertoli a secretar estrogenos por
conversion de la T que proviene de la célula de Leydig. La FSH induce a la célula de Sértoli a
producir una proteina ligadora de androgeno, que es secretada en los espacios intercelulares
del epitelio seminifero y en la luz del tdbulo seminifero. La funcién de esta proteina es
probablemente mantener las altas concentraciones de andrégeno que existen en los tabulos
seminiferos, que resultan importantes tanto para el desarrollo normal de la espermatogénesis
como para la actividad general de la célula de Sértoli. También produce inhibina, una
hormona proteica que tiene un efecto supresor de la secrecion de FSH, su accién ocurre
probablemente en forma directa sobre las células gonadotropas de la hipofisis (Ungerfeld,
2002).

Espermatogénesis

Se puede definir como el desarrollo de la célula germinal masculina en el mamifero adulto, o
como la suma de las transformaciones que resultan en la formacion de espermatozoos a partir
de espermatogonias, al mismo tiempo que se mantiene constante la cantidad de éstas Gltimas
(Cavestany, 1986).

La espermatogénesis es el proceso de producir espermatozoides, tiene lugar dentro de los
tubulos seminiferos y consiste en la suma de todas las transformaciones celulares en el

desarrollo de las células germinales que se producen en el epitelio seminifero.

El proceso de la espermatogénesis se puede subdividir en tres fases. La primera fase, consiste
en todas las divisiones mitdticas de espermatogonias. Varias generaciones de
espermatogonias son sometidas a divisiones mitdticas, generando una gran cantidad de B-
espermatogonias. Una parte importante de la fase de proliferacion es la renovacion de células

madre (Figura 2).
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La segunda fase de la espermatogénesis se denomina la fase meidtica e implica
espermatocitos primarios y secundarios. Durante la fase mei6tica, la diversidad genética esta
garantizada por la replicacion del ADN y cruzamientos. Desde un punto de vista genético no
son dos espermatozoides identicos. A modo de conclusion de la fase meiotica (la segunda
division meiotica) produce espermaétidas haploides. La tercera fase de la espermatogénesis 0
final es la fase de diferenciacion. No hay més divisiones celulares durante esta fase. Durante
la fase de diferenciacion, una espermatida indiferenciada esférica sufre una transformacion
notable que resulta en la produccion de un espermatozoide completamente diferenciado
altamente especializado que contiene una cabeza (material nuclear), un flagelo que incluye
una pieza intermedia (con una hélice mitocondrial) y una pieza principal. Las células
germinales mas inmaduras (espermatogonias) se encuentran en la periferia de un tubulo
seminifero cerca de la membrana basal. Como éstas células germinales deben proliferar y
madurar se mueven hacia el lumen. Grupos de espermatogonias, espermatocitos o
espermatidas estan conectados por puentes intercelulares, por lo que el citoplasma de una
célula de cohorte completa (grupos de células del mismo tipo) esta interconectado. ElI nimero
exacto de células germinales que estan interconectadas no se conoce, pero puede acercarse a
50. El significado de estos puentes intercelulares no se entiende completamente. Sin embargo,
si proporcionan comunicacion entre las células y pueden contribuir al desarrollo sincronizado

de una cohorte (Senger, 2003).
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Figura 2. Espermatogénesis y sus fases, tipos celulares que aparecen secuencialmente
(Senger, 2003)
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Espermatozoides y Plasma Seminal

Semen

A medida que el esperma va pasando por los conductos excretores se le afiaden las
secreciones de los conductos y gldndulas accesorias y el producto final es el semen (Bloom-
Fawcett, 1968). El semen es el liquido descargado por el macho durante el coito (Arthur,
1991). Es la suspension liguida celular que contiene los gametos masculinos y las secreciones
de los 6rganos accesorios del aparato reproductor masculino. La porcion liquida de dicha

suspension se conoce como plasma seminal (Hafez, 2002).

Componentes v Propiedades del Semen

Olor

El olor natural es bastante caracteristico de cada especie animal y en general no es muy
intenso. EI semen puede tomar un olor urinoso si se mezcla con orina, y un olor mas o menos
intensamente alterado, de putrefaccién, cuando se mezcla con productos purulentos y trozos
necroticos. Toma el mismo olor cuando el orificio prepucial estd lesionado y supura, por

grietas descuidadas, y por escasa limpieza (Bonadonna, 1989).

Color

La mayor parte de los sémenes de toro son blanco lechosos, variando hacia un color crema,
aunque algo mas del 10% producen un semen que es normalmente amarillo. Corneo (1940)
ha estudiado el pigmento responsable del color, llegando a la conclusion de que el color
amarillo es un caracter normal del semen de muchos toros, que no altera las células
espermaticas y que carece de influencia en la fertilidad. Piensa que es un lipocromo derivado
del epitelio de la ampolla, pero no esta influido por el tipo de alimentos ingeridos (Salisbury,
1978).

A veces el semen es de color verdoso, lo cual indica la existencia de procesos necrotizantes,
de caracter purulento, causados por algin 6rgano del aparato genital masculino. El semen
puede estar coloreado de rojo vivo por la presencia de sangre cuando hay heridas recientes en
el prepucio, el glande o la uretra, a menudo producidas durante la recoleccion artificial
(Bonadonna, 1989).
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Volumen

El volumen del eyaculado varia con los distintos toros y en diferentes momentos para cada
toro. En general el volumen aumenta con la edad y el tamafio corporal del toro y se modifica
con su salud y vigor reproductor y con la frecuencia de servicios. Los toros jovenes,
inmediatamente de su entrada en servicio, producen solamente 1 a 2 mililitros o menos en
cada eyaculado de semen, mientras que los toros totalmente desarrollados y vigorosos

producen 10 a 15 mililitros e incluso mas en cada eyaculado (Salisbury, 1978).

El calculo del volumen y de la concentracién de espermatozoides del eyaculado debe hacerse
de forma precisa, ya que de estos dos parametros va a depender el numero de dosis seminal
que pueden elaborarse a partir de un eyaculado. EI volumen debe calcularse mediante pesadas
y transformacion posterior de este valor mediante el factor de densidad correspondiente
(Howard y Pace, 1998).

La comprobacion del volumen directamente en un tubo graduado suele inducir errores, bien
por la presencia de burbujas de aire, o por la inexactitud de la propia escala del tubo. El
volumen se expresa en ml (Bonadonna, 1989). El volumen se observa directamente sobre el
tubo graduado, teniendo en cuenta que un toro mayor de 2 afios debe tener un eyaculado de no

menos de 4 ml. El volumen puede variar entre 2y 12 ml.

El volumen de semen varia entre los individuos, pero a veces también varia en el mismo
individuo, por el conjunto de factores que pueden actuar sobre la sexualidad masculina:

especie, raza, edad, estacion del afio, alimentacion, etc.

El régimen sexual tiene una importancia concreta, donde la notable hiperexcitacion durante la
época de servicios a veces hace aumentar el volumen del eyaculado por la abundancia de la
secrecion glandular secundaria. En ese caso, el semen asume casi siempre un caracter
tipicamente filamentoso. También el estimulo precoital prolongado favorece de la misma
manera el aumento volumétrico del eyaculado (Roberts, 1979). La alimentacion solo con
forraje seco puede reducir la masa eyaculada que, en cambio, generalmente aumenta con el
alimento verde. Roux relaciona la cantidad de semen eyaculado con el peso vivo y suministra

los siguientes datos: por 100 kg de peso vivo; toro 0,6 mL (Bonadonna, 1989).
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Densidad y Viscosidad

Los datos de Allard (1947) indican una correlacion positiva fuertemente significativa con la
concentracion de células espermaticas. Ciertos datos revelan que el peso especifico de la
célula espermatica varia de 1,240 a 1,334 y que el del plasma seminal es de 1,005, lo que
explica la correlacion positiva entre el peso especifico y la concentracion de las células. La
viscosidad aumenta con el incremento de la concentracion de células espermaéticas. Esta
fuertemente correlacionada con la concentracion de células espermaticas, pero no con la

viscosidad del plasma seminal tras la eliminacion de las células (Salisbury, 1978).

pH

La mayoria de las muestras seminales normales estan cerca de la neutralidad con una pequefia
tendencia a la acidez, variando entre un pH de 6,5 a 6,9, pudiendo estar en un rango que va
desde menos de 6 hasta un maximo de 8, o levemente por encima de este valor. El semen de
buena calidad es usualmente méas acido (pH menor) que las muestras de semen con baja
concentracion de semen. Normalmente el semen de calidad pobre contiene proporcionalmente

maés contenido de fluido proveniente desde las glandulas uretrales y accesorias.

Dado que los espermatozoides en condiciones anaerobias como por ejemplo en los tubos de
recogida, descomponen la fructosa del semen en 4&cido lactico, el pH disminuye
probablemente entre el tiempo transcurrido desde la recogida a su determinacion. A la inversa
puede suceder con aquel semen que es contaminado bacteriolégicamente y contiene muchos
espermatozoides muertos, que producen amoniaco, lo que causara un aumento en el pH. Por
otro lado, el semen colectado por medio de la vagina artificial usualmente tiene menor pH que
el semen que es colectado por medio del masaje rectal. En este ultimo método, el pH ronda en
un rango de 7.5 a 8. Eyaculaciones sucesivas tienden a aumentar el pH, y el semen que no
contiene espermatozoide, provenientes de toros que tienen inflamacion de los epididimos, o el
semen obtenido por medio de la vasectomia, tienden a tener niveles de pH mayores
(Salisbury, 1978).

Presion Osmotica
La presion osmatica es la presion que debe aplicarse a una solucion para que se mantenga en
equilibrio con el agua pura cuando la solucion y el agua se hallan separadas por una

membrana semipermeable.
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Dado que es dificil medir con seguridad la presién osmética, se determina la disminucion del
punto de congelacién de las soluciones o mezclas, una propiedad que depende también de la
concentracion de particulas. Una solucion molal disminuye el punto de congelacién del agua
en -1,86°C. Salisbury et al., (1948) hallaron que la disminucién del punto de congelacién de
la sangre de toro y del semen recientemente eyaculado era la misma, de -0,56°C, lo que
dividiéndolo en -1,86 da una presién osmética de 0,3 lo que corresponde a 300 miliosmoles,
lo que es equivalente a un valor de 7,5 atmosferas para la presion osmatica del semen de toro
a 37°C. Cuanto mayor concentracion de celulas espermaticas del semen, mas rapidamente
aumenta la magnitud de la depresion del punto de congelacion. Toros de fertilidad baja tienen

un semen con un punto de congelacion inferior al normal (Salisbury, 1978).

Capacidad de Tamponeamiento

Se debe a la capacidad quimica de un liquido para absorber o eliminar &cido o &lcali con
escasa modificacion del pH, el semen de toro es relativamente muy tamponado a valores de
pH que oscilan por debajo de 5,5 o por encima de 9,0. Carece de capacidad de tamponamiento
entre 6,5y 8,0, y por entre éstos valores que se encuentran los valores de pH de las muestras
normales. La capacidad de tamponamiento del liquido de la vesicula seminal es muy similar a
la del semen, lo que hace considerar que una parte considerable de dicha capacidad se debe a

la secrecion del érgano (Salisbury, 1978).

Conductividad Eléctrica

El semen de toro es conductor de la corriente eléctrica debido a la presencia de iones acidos,
basicos o electrolitos. Rothschild (1948) utiliza esta propiedad del semen y su impedancia,
que resulta de las ondas de espermatozoides que pasan entre los polos, como una medida

indirecta de la calidad del semen (Salisbury, 1978).

Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide maduro es una célula con motilidad activa, que se desplaza libremente en
el liquido y consiste en una cabeza que contiene un nucleo con todos los rasgos genéticos que
un padre le puede transmitir a su descendencia, y una cola o flagelo, que le proporciona la
motilidad necesaria para su transporte al lugar donde se efectla la fertilizacion y procura que
su orientacion sea la adecuada para penetrar a través de las capas que recubren el ovulo
(Bloom yFawcett, 1968).
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Cabeza

En mamiferos domésticos el nucleo es oval y aplanado y estad rodeado por una membrana
nuclear (Senger, 2003). La caracteristica principal de la cabeza del espermatozoide es el
ndcleo aplanado oval, que contiene cromatina muy compacta. La cromatina condensada
consiste en un complejo formado por acido desoxirribonucleico (ADN) y una clase especial
de proteinas basicas llamadas portaminas espermaticas. Su nidmero cromosomico Yy, por tanto,
el contenido de ADN nuclear es haploide, o sea posee la mitad de los cromosomas de la
especie en cuestion. La naturaleza espermaética se debe a las divisiones celulares meidticas

que ocurren durante su formacién (Hafez, 2002).

Acrosoma

La caperuza acrosomica 0 acrosoma, recubre alrededor del 60% de la parte anterior del
ndcleo. Consiste en una estructura de doble membrana formada por una membrana interna y
otra externa (Senger, 2003). El acrosoma es un lisosoma unido a la membrana que contienen
enzimas hidroliticas. Estas enzimas, acrosina, hialuronidasa, zona lisina, esterasas e hidrolasas
acidas, son necesarias para la penetracion de las inversiones celulares y la zona pelucida del
ovocito ovulado. Durante la fertilizacion del acrosoma se somete a un ordenante, exocitosis
altamente especializado, conocido como la reaccion acrosémica, que permite la liberacién de
las enzimas que estan envasados en ella para digerir o penetrar en la zona peltcida (Senger,
2003). El segmento ecuatorial del acrosoma es importante debido a que es esta parte del
espermatozoide, junto con el segmento anterior de la region post acrosémica, la que se

fusiona inicialmente con la membrana del oocito durante la fecundacion (Hafez, 2002).

Cola

La cola de los espermatozoides es un flagelo con alimentacion propia (Senger, 2003). Las
principales regiones de la cola, comenzando desde la cabeza, son la pieza intermedia, la pieza
principal de la cola y la pieza terminal. Desplazandose longitudinalmente a través del centro
de la cola, se halla el haz de fibras axilares que contienen los elementos de la motilidad
(Salisbury, 1978). La cola esta formada por el cuello y el segmento medio, principal y caudal.
El cuello o segmento conector forma una placa basal que empalma en una depresion en el
extremo posterior del nicleo. La placa basal del cuello es continua en sentido posterior, y

tiene nueve fibras gruesas que se proyectan hacia atras a través de la mayor parte de la cola.
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La region de la cola comprendida entre el cuello y el anillo citoplasmatico es el segmento
medio. El centro de ese segmento medio, junto con toda la longitud de la cola, comprende el
axonema. El axonema, como tal, se compone de nueve pares de microtdbulos dispuestos
radialmente alrededor de dos filamentos centrales. En el segmento medio, esta disposicion de
9 + 2 de los microtlbulos esta rodeada por nueve fibras gruesas o densas que al parecer esta
relacionada con las nueve dobletes del axonema. El axonema y las fibras densas asociadas del
segmento medio estan cubiertos de manera periférica por numerosas mitocondrias. La vaina
mitocondrial, dispuesta en un patron helicoidal alrededor de las fibras longitudinales de la

cola, es la fuente de energia necesaria para la motilidad espermaética.

El segmento principal, que continua en sentido posterior desde el anillo citoplasmatico y se
extiende casi hasta la punta de la cola, estd formada por el axonema en el centro y sus fibras

gruesas asociadas. La vaina fibrosa da estabilidad a los elementos contractiles de la cola.

El segmento caudal o terminal, posterior a la terminacion de la vaina fibrosa, contiene solo el
axonema central cubierto por la membrana plasmatica. El axonema es el que da la motilidad
al espermatozoide. Los pares externos de microttbulos del patron 9 + 2 generan las ondas de
flexion de la cola por un movimiento deslizante entre pares adyacentes. La gota
protoplasmatica o citoplasmatica, que suele desprenderse de los espermatozoides tras el
eyaculado, esta compuesta de citoplasma residual. Aunque se le considera anormal en los
espermatozoides eyaculados de la mayor parte de las especies, puede retenerse en la region
del cuello, donde se conoce como gota proximal, o cerca del anillo citoplasmatico, donde se le
denomina gota distal (Hafez, 2002).

Composicion Quimica de los Espermatozoides

Los principales componentes quimicos de los espermatozoides son acidos nucleicos, proteinas
y lipidos. Cerca de un tercio del peso seco de una célula espermatica corresponde al nicleo.
La cromatina nuclear esta constituida por proporciones aproximadamente iguales de ADN y
proteina. El casquete acrosdmico contiene una variedad de enzimas. En la cola hay muchas

proteinas estructurales, enzimas, asi como lipidos (Hafez, 2002).
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Componentes Inorganicos de los Espermatozoides

Los espermatozoides son ricos en fosforo, nitrégeno y azufre. La mayor parte del fosforo esta
asociada al ADN, mientras que el azufre se deriva de proteinas nucleares basicas, y de los

componentes de la cola (Hafez, 2002).

Componentes Bioguimicos del Espermatozoide

El nucleo de los espermatozoides estd compuesto por cromatina condensada en la que el ADN
es estabilizado por protaminas. Los nucleos de los espermatozoides de la mayor parte de las
especies contienen solo protaminas, mientras que en otras especies contiene cantidades
variables de histona mas grandes, ricas en arginina. Estas proteinas nucleares basicas,
importantes para la condensacion y estabilizacion del ADN, son mantenidas juntas por
enlaces sulfhidrilo. Dicha variante de enlace aumenta cuando los espermatozoides pasan al

epididimo.

Durante la fecundacion los espermatozoides experimentan una reaccion acrosomal en la cual
la mayor parte del contenido acrosémico se libera o expone a través de aberturas creadas por

fusion del plasma y membrana acrosémica externa.

La hialuronidasa liberada dispersa las células monticulares que rodean al ovocito recién
ovulado. La proacrosina es el precursor de una enzima proteolitica, la acrosina que se piensa
que ayuda a los espermatozoides que estan penetrando, a digerir un camino a través de la zona
pelucida. El segmento ecuatorial difiere del casquete acrosémico en que su contenido no se
libera durante la reaccion acrosomica inicial, sino que es expuesta cuando el espermatozoide
penetra en la zona pellcida. Sin embargo, los espermatozoides, pueden ser capaces de

penetrar mecanicamente en la zona pelucida por medio de su propia motilidad.

La vaina mitocondrial de los gametos masculinos, rica en fosfolipidos, varia mucho entre
especies respecto al nimero de mitocondrias y composicion bioquimica. Dichos gametos
contiene enzimas del sistema respiratorio citocromooxidasa de citocromo y la via glucolitica.
Estan presentes asimismo otras enzimas metabolicas, incluyendo la deshidrogenasa de lactato

especifica de los espermatozoides, conocida como LDH-X.
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Los nucledtidos adenina y guanina, ricos en energia son componentes importantes de la
energeética espermatica, como lo son también las proteinas del axonema, tubilina y dineina. Se
ha demostrado que la dineina espermatica, que es la principal proteina en los brazos de los

microtUbulos axonémicos, es una ATPasa activada por cationes divalentes (Hafez, 2002).

Evaluaciéon Seminal

Para poder fertilizar, un espermatozoide debe estar vivo, ser movil y tener una morfologia
razonablemente normal. Estas son caracteristicas importantes que conforman el componente

compensable de la calidad seminal.

En la IA, las deficiencias seminales que llevan a fallas en la fertilizacién han sido definidas
como compensables cuando son eliminadas o marcadamente reducidas al incrementar el
nimero de espermatozoides en la dosis inseminante. Mientras que las deficiencias son no
compensables cuando los espermatozoides son capaces de recorrer el tracto femenino, llegar
al sitio de fertilizacion, pero son incompetentes para llevar a cabo la misma y/o sostener el

desarrollo embrionario.

Las pérdidas de prefiez por deficiencias no compensables deberian ser consideradas
intrinsecas al toro y deberian ser Unicamente minimizadas por el descarte del macho o del
semen (Saacke, 2003).

Barth (1999), considera necesario incluir en la evaluacion de los reproductores un anélisis de
semen. Seguln su teoria, entre un 15-20% de los toros que superan los examenes mencionados,
tienen una calidad seminal no satisfactoria; bajo esta denominacién incluye reproductores
estériles, infértiles y subfértiles. Este criterio es compartido por Coulter quién sostiene ademas
que estos toros deprimirian la fertilidad del rodeo (Acufia et al., 2001). Las caracteristicas
seminales como concentracion espermatica, motilidad progresiva, concentracion de proteina
seminal, y proporcién de espermatozoides con estructura normal aumentan hasta por lo menos
4 meses después del comienzo de la pubertad. Unos meses pueden hacer que haya una gran

diferencia en la calidad y cantidad de semen que produce un toro de 1 afio (Barth, 1999).
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Los toros que estan atravesando la pubertad tienen grandes cantidades de diferentes
anormalidades espermaticas, incluyendo gotas proximales. Es interesante destacar que en
toros maduros, una alteracion en espermatogénesis frecuentemente resulta en un
espermiograma similar, es decir, grandes cantidades de anormalidades diferentes incluyendo
gotas proximales. Entonces, espermatogénesis anormales en toros puberes pueden tener una

base algo similar a la de toros maduros con espermatogénesis alteradas.

Se dice que encontrar gotas proximales en el semen de toros jovenes es “un signo de
inmadurez”. Algunos han malinterpretado esto como que las células espermadticas son

inmaduras y no que el toro es inmaduro.

Cuando el semen de toros jovenes se analiza en evaluaciones de aptitud reproductiva, es
tentador, a veces, clasificar a un toro con grandes cantidades de anormalidades espermaticas y
gotas proximales como un reproductor potencialmente satisfactorio con la esperanza de que

éste vaya a producir semen normal cuando sea utilizado en el servicio (Barth, 1999).

Pruebas para evaluar la Calidad Seminal

Luego de haber obtenido un eyaculado aproximadamente normal, se le puede realizar y de
manera satisfactoria, un correcto examen de calidad de semen luego de un leve periodo
posterior a su colecta. La evaluacion del semen es indicio de fertilidad, pero no prueba de ella
(Roberts, 1979).

La Sociedad Americana de Teriogenologia y la Asociacion Canadiense Occidental de
profesionales vinculados a los bovinos, manejan ciertos protocolos para la evaluacién de la
solidez de toros, que son ampliamente utilizados por los veterinarios de Ameérica del Norte.
En estos protocolos, solidez fisica, la integridad del tracto reproductivo y evaluacion del
semen se evallan, y el toro es clasificado como dudoso, satisfactorio o insatisfactorio criador
potencial. Entre los rasgos evaluados durante un buen estado de reproduccion, se evaltan la
circunferencia escrotal (CE) y la calidad del semen, puntos finales (tales como la motilidad y

morfologia) estan altamente correlacionados con la fertilidad (Menon et al., 2011).
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La fertilidad masculina es un factor importante en la reproduccién de bovinos y mas aun
sabiendo que un solo toro se utiliza para numerosas vacas, mas que nada luego de la

introduccion de la inseminacion artificial.

La evaluacion de la fertilidad masculina se basa principalmente en la evaluacion del semen
después de la descongelacion usando pardmetros convencionales tales como motilidad de los
espermatozoides, la morfologia, viabilidad, las estimaciones bioquimicos de la liberacion de

la enzima, la membrana y la integridad del acrosoma (Kathivaran et al, 2011).

Una vez obtenido el eyaculado éste debe ser bien protegido y manejado hasta posteriormente
examinarlo. Hay ciertos factores a tener en cuenta para el adecuado manejo del material
seminal como:

1. EIl recipiente empleado para la colecta mediante electroeyaculacion o la vagina
artificial debe encontrase limpia y libre de contaminantes que puedan causar dafio
alguno a los espermatozoides, como alcohol, excesiva vaselina o lubricante
(carboximetilcelulosa), polvo presente en las camisas de primer uso de goma, y
antisépticos o sustancia quimicas cualquiera sea su clase.

2. Al momento de la colecta, ser precavido en que la vagina se contamine de suciedad o
desechos como esmegma y secreciones, pelo prepuciales, agua u orina que producen
dafo en los espermatozoides.

3. Lapresencia de sangre o suero pueden causar muerte de los espermatozoides.

4. Enfriamiento o sobrecalentamiento de forma brusca puede llegar a causar dafio en los
espermatozoides.

5. Realizar excesivo sacudimiento o agitacion también puede afectar la integridad de los
espermatozoides.

6. Hay que evitar la exposicion directa del material seminal al sol, para esto es

conveniente utilizar unas camisas protectoras del tubo de colecta.

La muestra de semen es importante que sea examinada lo antes posible luego de la colecta.

Con la correcta utilizacion del microscopio optico muchos veterinarios de campo expertos en
la practica pueden realizar mediante procedimientos o técnicas simples de laboratorio,
inclusive en el mismo establecimiento rural o lugar de colecta, tres o cuatro pruebas del
material seminal de un macho para asi poder predecir su fertilidad, y a veces con mayor

precision que un laboratorio.

31



Siempre es importante hablar con el duefio de los reproductores o con el encargado que
siempre esta en contacto con el semental, a modo de obtener informacion e historia del
macho. El veterinario puede tener informacion adicional, por ejemplo sobre el deseo sexual,
frecuencia del servicio, comportamiento durante el acoplamiento a raiz del cuidadoso examen
fisico que puede realizar y que en el laboratorio no conoce (Roberts, 1979). En este analisis,
como en el caso de otras técnicas de laboratorio, hay que evaluar cuidadosamente los
resultados sobre la base de la observacion obtenida y de lo que se sabe respecto del caso; no

se debe otorgar mucho crédito a los resultados del analisis efectuado sobre un solo eyaculado.

La mejor prueba de evaluacion de fertilidad es la tasa de concepcion de las hembras apareadas
con el macho. Los exdmenes de semen, si son cuidadosos, pueden proporcionar una medicion
rapida y razonablemente precisa de la fertilidad del macho y ser de valor para determinar la

gravedad y la posible causa de la infertilidad que afecta a un macho (Roberts, 1979).

Segun Rajamannan et al. (1968) la calidad seminal del primer eyaculado, después de un largo
periodo de reposo sexual, puede tener una motilidad disminuida y un aumento del nimero de
espermatozoides muertos. La calidad del semen en muchos carneros y toros puede decrecer

durante los meses calidos de verano o el reposo sexual por largo tiempo.

Los métodos convencionales para el analisis de semen, incluyendo evaluacion del semen
motilidad, son subjetivos. Variaciones en el entorno del 30-60% han sido reportados en
evaluaciones subjetivas microscopicas del semen humano y animal en los mismos eyaculados
(Awad, 2011).

Controles Macroscopicos

Una vez realizada la colecta de semen, posteriormente a recibir la copa, el tubo o la bolsa de
polietileno protegida de la luz solar y el shock térmico, se le realizan ciertos controles
macroscopicos. Se evalua el volumen, color, aspecto, pH, inmediatamente. Es comun esperar
de toros jovenes y sin experiencia volumenes relativamente bajos, entre 2 y 4 cc (Cuenca et
al., 1986). Se toman como parametros normales para volumen valores de entre 4 y 10 cc
(Cavestany, 1994).
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Las variaciones de color y aspecto estan dadas por la concentracién espermatica o por
elementos extrafios como sangre, pus, orina, pelos o pigmentos (Cuenca et al., 1986).

Cuadro 1: La evaluacion subjetiva de la densidad.

Cremoso:  1.000.000 esp./mm’ 0 més

Lechoso:  de 500.000 a 800.000 esp./mm?®

Aguachento de 100.000 a 300.000 esp./mm?

(Cuenca et al., 1986)

Controles Microscépicos

Actividad Cinética

Swanson y Hermann informaron que una buena motilidad inicial por si sola no es un indicio
preciso de fertilidad del toro. Dichos autores citaron ejemplos de semen bovino infértil con
excelente motilidad inicial de los espermatozoides, que la perdian rapidamente cuando se
almacenaba, o espermatozoides muy moviles que eran infértiles (Roberts, 1979). A su vez la
motilidad de los espermatozoides bovinos con hipoplasia testicular es mucho mas pobre que
en los casos de degeneracion testicular. Blom y Bentinck-Smith informaron que gotas de
vaselina en el semen reducia la motilidad de los espermatozoides. Hay que tener cuidado, al
lubricar una vagina artificial, de no aplicar un exceso de lubricantes que pueda licuarse y

pasar al tubo o frasco en que se recoge el semen (Salisbury, 1978).

Método: colocar una gota de semen en un portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37°C y

observar en el microscopio con objetivo panoramico.

Cuadro 2: Escala de valores en motilidad de masa.

+++ motilidad de masa buena,
++ motilidad de masa regular
+ motilidad de masa mala,
0 motilidad de masa nula.
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Densidad
Método: colocar una gota de semen en un portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37 °C y

observar en el borde de la gota la densidad del material con 450 aumentos.

Cuadro 3: Escala de valores en densidad.

Simbolo Denominacién  Caracteristicas Interpretacion
(espermatozoides/mm?)

DD Densisimo mas de 1.500.000 Espermatozoides superpuestos

D Denso 800.000 a 1.500.000 Sin espacios entre espermatozoides

SD Semidenso 500.000 a 800.000 Espacio de wuna cabeza entre

espermatozoides

R Ralo 200.000 a 500.000 Espacios libres amplios

(OF] Oligospermia menos de 200.000 Separados por grandes espacios

A Azoospermia ausencia de espermatozoides. No se observan

Motilidad individual

La motilidad del esperma es una de las caracteristicas mas importantes asociado a la
capacidad fecundante del semen, y por muchos afios se ha reconocido como esencial para el
transporte de espermatozoides y la fertilizacion en el tracto reproductor femenino
(Januskauskas et al., 1999; Verstegen et al., 2002).

Es una de las caracteristicas mas importantes asociados con la capacidad de fertilizaciéon de
los espermatozoides y es una expresion de su viabilidad e integridad estructural, a su vez
sigue siendo el pardmetro de eleccidn para determinar el dafio que causa en el esperma el
procedimiento de criopreservacion. Se puede evaluar mediante evaluacién visual con el uso
de microscopio 6ptico con contraste de fase, pero debido a la subjetividad de la técnica ha
sido un mal predictor de la fertilidad (Kathivaran et al., 2011). En un estudio realizado por
Awad (2011), concluyé que la media de la motilidad espermatica total en el semen fresco fue

del 82,3% y luego de la criopreservacion del semen, se disminuy0 a valores del 75,8%.

No todos los autores consideran de fundamental importancia practica a la determinacién del
tipo y grado de movimiento de los espermatozoides. En rigor, el estado dindmico de por si no
basta para asegurar que también se haya conservado el poder fecundante, aunque un estado

citodinamico irreversible siempre es expresion de muerte.
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Solo la verificacion de una cinética alterada, con numerosos elementos inmoviles o
escasamente moviles, expresa un reducido o nulo poder fecundante, especialmente cuando se
trata de evaluar material seminal congelado, en el cual la relacion proporcional entre
espermatozoides moviles que recuperan el movimiento (revitalizacion) y los que permanecen

inmoviles, asume un significado determinante.

Howe (1973) hizo notar que no se debe considerar a la motilidad de las células seminales
como expresion de la capacidad fecundante, ya que son muy diferentes los prerrequisitos

fisiologicos de los dos hechos.

Método: colocar una gota de semen sobre un portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37 °C y
colocar un cubreobjeto sobre ella. Observar con un aumento de 100X y 450X. Establecer el

grado de intensidad y el tipo de movimiento.

Interpretacion de tipos de movimientos:
a) Normal: movimientos progresivos rectilineo uniforme caudocefalico, practicamente
en linea recta.

b) Anormales:

1) Movimiento rotatorio o circular
El espermatozoide describe circulos concéntricos con didmetro aproximado a su propia
longitud. Por lo general este tipo de movimiento se ve cuando el ambiente biofisico y
bioquimico esta alterado, por lo cual su aparicién demuestra una condicion vital desfavorable,

normalmente irreversible (Bonadonna, 1989).

2) Movimiento oscilatorio
El espermatozoide se mueve en sentido latero-lateral, sin avanzar. Este movimiento es
frecuente en dos casos: en la fase de revitalizacién inicial del estado dinamico que estaba
adormecida (conservacion en frio); o bien condiciones ambientales desfavorables (gj.,

anabiosis por hambre, pH. no 6ptimo, etc.) (Bonadonna, 1989).

3) De retroceso
Lo presentan los espermatozoides cuyas colas se encuentran enroscadas sobre si mismo. En

general los movimientos de retroceso son rapidos o rapidisimos.
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A veces se establece alterndndose con movimientos de quietud méas o menos prolongados.
Dicho movimiento esté vinculado con una malformacion caudal que no excluye la simultanea
lesion cefélica, y por lo tanto los espermatozoides con esta cinética deben considerarse en

estado de irreversibilidad. (Bonadonna, 1989).

Cuadro 4. Escala de valores que describe el porcentaje de espermatozoides con

movimiento rectilineo uniforme.

Escala Descripcion
5/5 80 a 100 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
3/5 60 a 80 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
3/5 40 a 60 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
2/5 20 a 40 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
1/5 20 0 menos de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.

*Valores aceptados como normales: 5/5 y 4/5.

Bloom sefiald que en el semen bovino normal era esencial una motilidad del 40-45% o mas,
puesto que tasas mas bajas se asociaban con infertilidad. Los toros mas fértiles tienen un 50-
80% de espermatozoides con activa motilidad progresiva.

Métodos computarizados del estudio del movimiento

CASA

Desde hace varias décadas, varios investigadores han dedicado tiempo y recursos para intentar
eliminar la subjetividad inherente a la evaluacion microscopica de la calidad del semen. Fruto
de estas investigaciones fue el desarrollo de los sistemas computarizados para el analisis de la
motilidad espermética (Holt y Van Look, 2004). El analisis informéatico del semen fue
propuesto por primera vez por Dott y Foster (1971) en el que varios pardmetros como la
concentracion, la motilidad y la morfologia se pueden analizar mediante el procesamiento de

imagenes digitales de los espermatozoides.
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El analizador de semen asistido por método computarizado (CASA) proporciona informacion
precisa y exacta sobre diferentes caracteristicas de los espermatozoides en movimiento
(Gravance y Davis 1995; Holt y Palomo 1996; Kathivaran et al., 2011).

El sistema CASA consiste en un microscopio conectado a una camara de video, una tarjeta de
fotograma de videograbadora y un ordenador. Los espermatozoides se perciben normalmente
usando un campo oscuro / negativo de contraste de fase / microscopio Optico de fluorescencia.
En campo oscuro, microscopio de contraste de fase negativo, las cabezas blancas de esperma
se visualizan sobre un fondo oscuro y el brillo de la cabeza del espermatozoide se utiliza para
establecer posiciones centroide en campos sucesivos. En microscopia oOptica fluorescente, la
cabeza del espermatozoide se identifica mediante la tincion con un colorante fluorescente que
se une al ADN de esperma. Recientemente, el microscopio de luz ha sido probado para el
sistema CASA con mejor imagen y un algoritmo de esperma de seguimiento especial (Nafisi
et al., 2005).

La camara de video capta las imagenes de microscopio de los espermatozoides que luego
digitalizadas por el ordenador basado en nimeros de elementos de imagen (pixeles) cubiertos
por la cabeza del espermatozoide. El usuario puede definir el rango de pixel cubierto por
cabezas de los espermatozoides para diferentes especies. Para reducir el error como resultado
de los desechos en el rango de pixeles dado, diferentes sistemas CASA pueden utilizar

diferentes enfoques (Kathivaran et al., 2011)

Los usuarios pueden seleccionar la velocidad de adquisicién de recorrido (nimero de
fotogramas por segundo analizados) y el nimero total de cuadros analizados hacen que las
células de esperma puede ser seguido con éxito para su inclusion en el analisis de
movimiento. Los usuarios también pueden definir diferentes reglajes (intensidad, los valores
de tamafio), que son esenciales para discriminar entre cabezas de los espermatozoides de los

desechos / otras células presentes en la muestra que esta siendo evaluada.

Ajustes del instrumento en el analisis de la muestra, el nGmero de campos y de las muestras
examinadas, temperatura a la que se realizan las medidas, el método de procesamiento de
semen para CASA y muchos otros factores pueden influir drasticamente en los resultados
(Davis y Katz 1993; Mortimer, 1997; Kathivaran et al., 2011).
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La fiabilidad, la exactitud y precision del andlisis CASA bajo diversas condiciones
experimentales dependen en gran medida de la experiencia y formacion de los usuarios sobre
determinados aspectos como la calibracion, validacién, optimizacién de estandarizacion
anuncio del procesamiento de semen antes del analisis (Verstegen et al., 2002; Kathivaran et
al., 2011).

En resumen el sistema CASA consta de varias unidades independientes: un microscopio de
contraste de fase conectado a una cdmara de video, que envia la imagen desde el microscopio
a un monitor de TV. Posteriormente, la imagen es enviada a una computadora, de donde un
analizador digital de imagen captura varias fotografias seriadas de cada campo microscopico
seleccionado, normalmente en menos de un segundo. El software discrimina a los
espermatozoides de otras particulas que pueden aparecer en la imagen por su tamarfio, y
analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide individual durante esa fraccion de
segundo Los programas disefiados para estos equipos incluyen una serie de parametros
descriptores del movimiento espermatico que son comunes a todos los CASA, como por

ejemplo:

Analisis de motilidad: establece una clasificacion entre espermatozoides estaticos y maviles, y

a su vez los maviles los clasifica seguin su trayectoria en progresivos y no progresivos.

VCL (velocidad curvilinea): distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su

trayectoria real por unidad de tiempo.

VSL (velocidad rectilinea): distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de la
trayectoria media.

VAP (velocidad media): distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de la trayectoria

media.

LIN (indice de linealidad): es la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la

velocidad curvilinea.

LIN: (VSL/VCL) * 100

STR (indice de rectitud): es la relacion porcentual entre velocidad rectilinea y la velocidad

lineal.
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WOB (indice de oscilacion): es la relacion porcentual entre la velocidad lineal y la velocidad

rectilinea.
WOB: (VAP/VCL) * 100

Al final del proceso el CASA proporciona una serie de datos relativos a la velocidad y
trayectoria de cada espermatozoide individual, con lo que permite obtener informacion
precisa, objetiva y repetible, sobre el porcentaje de células moviles presentes en la muestra, y
la calidad media de ese movimiento Pero ademas permite identificar la existencia de
subpoblaciones de espermatozoides con distintos patrones de movimiento que coexisten en la
misma muestra de semen, lo cual es una vision mas real que la motilidad media de la muestra,
puesto que una muestra de semen contiene una poblacion heterogénea de espermatozoides.
Esto explica, al menos en parte, que no se haya observado correlacion entre pardmetros

medios y la fertilidad in vivo de una dosis seminal (Holt y Van Look, 2004).

Burdworth et al. (1988) observaron una correlacion significativa entre el porcentaje de
espermatozoides mdviles y la velocidad de los espermatozoides, con el indice de fertilidad
competitiva. Farrell et al. (1998) reportaron una correlacion muy alta entre los pardmetros de
motilidad combinados medidos por CASA en semen fresco y fertilidad del toro con una buena
relacién calidad predictiva (r2 = 0,63 a 0,98), cuando la fecundidad se ha definido como 59
dias de no volver al servicio. De manera parecida, Januskauskas et al (2000) reportaron una
correlacion significativa entre el porcentaje lineal espermatozoides moviles con 56 dias de

retencion en la tasa de toros lecheros suecos rojo y blanco.

Entre las variables de CASA diferentes, motilidad progresiva por si solo contribuyé a 62,6%
y, junto con la integridad de membrana, contribuyd a 64,1% de la variacion en el porcentaje
de fertilizacion. Las mediciones de la velocidad (VAP y VSL) tuvieron un efecto significativo
sobre la fertilidad in vitro y contribuyd sélo el 41,2% de la varianza, mientras que ellos
contribuyeron al 66,1% de variacion junto con la motilidad progresiva y el porcentaje

hipoosmatico de espermatozoides reacciono.

Todos estos estudios mostraron que entre las caracteristicas de movimiento de
espermatozoides diferentes evaluados por CASA, la motilidad progresiva y parametros de
velocidad como VCL, VSL vy la velocidad del recorrido (VAP) puede ser de utilidad en la

prediccién de la fertilidad del semen de toros (Kathivaran et al., 2011).
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SQA-Vb

El Equipo SQA-VDb, Medical Electronics Systems, (MedLab) mediante un software adecuado

(B-Sperm), calcula en forma automatica la concentracion y vitalidad del semen (Figura 3).
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Figura 3. SQA-Vb

El equipo, disefiado por Medical Electronics Systems, fue desarrollado en Israel en 1993,
luego en el afio 2005 oficialmente se establecio en Vienna y en Los Angeles. La SQA-Vb es
un dispositivo de alto rendimiento analitico veterinario que combina el estado de la tecnologia
mas avanzada en electro-Optica, microscopia algoritmos informaticos un video. El sistema
puede ser usado para realizar pruebas automatizadas o manuales. EI SQA realiza un analisis
automatizado rapido y confiable de semen de toro para: dosificacion, fresco, congelado y QC-
EEB aplicaciones y el sistema de visualizacion de video permite al usuario la flexibilidad de

ver las muestras a través de aumentos de 300X y 500X.

Al momento de comenzar a utilizarlo, el usuario simplemente tiene que seleccionar el modo
de dosificacién desde la pantalla de SQA, ejecutar las pruebas y luego el equipo transfiere los
resultados a la computadora donde B-Sperm software proporciona todas las tablas de

dosificacion, célculos y analisis.

Presenta un modo, QC-congelado de la SQA que se utiliza para analizar la calidad de semen

de toro congelado antes de la inseminacion.
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Los resultados demoran 70 segundos, de manera totalmente automatizada y los pardmetros
medidos son:

e Concentracion (M/ml)

e Concentracién de espematozoides maéviles (M/ml)

e Motilidad (%)

e Motilidad Progresiva (%)

e Concentracion de esp. con motilidad progresiva (M/ml)

e Velocidad (micras/seg)

e Total (esperm./eyaculado)

e Total moviles (esperm./eyaculado)

e Total Motilidad Progresiva (esperm./eyaculado)

e Morfologia (%)

Para dar inicio al analisis el capilar, en el cual se encuentra la muestra en estudio, se inserta en
el bloque dptico. La concentracién se mide mediante el analisis de millones de células de
esperma en la seccion gruesa del capilar de SQA-V: Una muy especifica longitud de onda de

la luz es absorbida por las células espermaticas.

Un detector mide la cantidad de luz absorbida por las células de esperma y convierte este
valor de densidad Optica (OD). "OD" se traduce en la concentracion de espermatozoides por

un microprocesador y algoritmos patentados MES.

La motilidad se mide mediante el analisis de decenas de miles de células de esperma en la
seccién delgada de los SQA-Vb capilares: las células moviles pasan a través de un fuente de
luz creando perturbaciones en el haz de luz. Un detector de motilidad los convierte en luz
perturbaciones en sefiales eléctricas ("picos y valles ") y las transmite a un convertidor que las
traduce al formato digital. Estas sefiales electronicas son analizadas por el SQA software y

propiedades de alogaritmos y traducido en los pardmetros de motilidad de esperma (Figura 4).
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Figura 4. Tecnologia de lectura del capilar de SQA-Vb

Preparacion de la muestra a analizar
Luego de realizada la correcta coleccion del material seminal, sea realizada ésta tanto por
vagina artificial como por electroeyaculacién, se procedio a la preparacion de una muestra de

semen para su posterior analisis (Figura 5).

Al equipo se le ingresan los datos tanto de identificacion del toro, raza, temperatura, volumen
de la muestra, nimero de muestra en el dia. Una vez ingresados los datos del reproductor
éstos ya quedaron guardados en el equipo. Para preparar la muestra se utiliza un diluyente
(QwikCheck), el cual es uno de los componentes del equipo para su correcta utilizacion, el
mismo viene en un dispensador calibrado, del cual se utilizan 2 mL para diluir una muestra de
100 ul de semen previamente medida en una pipeta calibrada. Luego de diluida la muestra, se
debe proceder a cargar el capilar para insertarlo en la camara o bloque 6ptico (equipo). Los
capilares son para 10 usos, siempre y cuando sean correctamente lavados y desinfectados. En
60-70 segundos ya se pudieron observar los datos pertenecientes a ese toro. Para el lavado de
los capilares, primero se le hicieron tres lavados en alcohol isopropilico (70%), tres en agua
destilada y tres en agua corriente. Luego se dejan secar en un recipiente cerrado con
desecantes (perlas azules de gel de silice) en su interior, por un lapso de tiempo de 12 a 24

horas.

Después de finalizados los andlisis en el dia, se procede a la limpieza del equipo y se

imprimen los parametros de medicidn, para comprobar que no perdio su calibracion.
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Figura 5. Pasos y demostracion de componentes del proceso.

B-Sperm Software

El B-Sperm es un software de gestién de datos que trabaja en conjunto con el SQA-Vb. Los
resultados de las pruebas y la informacién de la dosificacion, tanto para semen fresco como
para semen congelado y el modo de deteccion de BSE (Breeding Soundness Evaluation), se
pueden descargar desde el SQA-Vb y analizados, clasificados, representar graficamente y
posteriormente ser almacenados en un archivo en la computadora. A su vez, las muestras de
semen se pueden ver en tiempo real. Se pueden capturar imagenes de esa muestra y grabar un
video clip, que luego se adjuntaran a los registros de las pruebas, almacendndose si se

requiere en un archivo de pc de B-Sperm (Figura 6).
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Figura 6. B-Sperm Software y captura de imagen de material seminal.
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Determinacion de células vivas y muertas
Método: colocar una gota de semen sobre un portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37°C. A
continuacidn (a ¥ cm aprox.) colocar 2 gotas de Eosina al 5 % y luego mezclar con el semen,

con el extremo de una pipeta Pasteur.
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Con un segundo portaobjeto tocar ambos extremos de la preparacion, y en un tercer
portaobjeto realizar frotis. Secar al aire y observar a mayor aumento. Interpretacion: las
células coloreadas con eosina (rosadas) tienen alteradas la permeabilidad de su membrana
plasmatica, se consideran a estas celulas muertas; mientras que las sin coloracion son

consideradas células vivas.

Determinacion de anormalidades espermaticas

Las anormalidades espermaticas en el semen de toro, representa uno de los mas importantes
efectos sobre la fertilidad, la morfologia de los espermatozoides refleja la salud de los tibulos
seminiferos y, hasta cierto punto, la del epididimo. Una comprensién de la importancia de los
tipos especificos de anormalidades en el esperma y los nimeros en que éstos se detectan, le
permiten al operario o diagnosticador hacer un pronostico de fertilidad y puede indicar un
curso de tratamiento para recuperar a un toro con produccion de espermatozoides anormales.
El esperma eyaculado se libera de los tubulos seminiferos hasta dos semanas antes, ademas el
proceso de formacion de espermatozoides se lleva a cabo durante un periodo que entorna los
60 dias antes de la espermiacién, por lo tanto las anomalias encontradas podrian reflejar
alteraciones en la funcion testicular que ocurrieron hace algin tiempo ya (Freneau et al.,
2010).

Para una interaccion normal del espermatozoide con el microambiente del tracto genital
femenino y con las envolturas del ovocito, ademas de tener motilidad progresiva, los
espermatozoides han de ser morfolégicamente normales. Cualquier anomalia que afecte algln
atributo del espermatozoide puede dificultar su migracion en el tracto genital de la hembra

impidiendo la union con el ovocito (Rodriguez-Martinez, 1999).

Generalmente se acepta que el semen del toro clasificado como satisfactorio deberia
contienen al menos 70% de esperma morfolégicamente normal, con no més del 20% de
espermatozoides con un anormal de la cabeza (Menon et al.,2011). Anormalidades en el
esperma tradicionalmente han sido clasificados por ubicacion del defecto (cabeza, pieza
intermedia, cola), o su lugar de origen (primario: testiculo; Secundaria: epididimo; terciario:
accesorio glandulas / post-eyaculacion). Bloom clasifico las anormalidades en el esperma

segun su efecto sobre fertilidad.
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Los defectos principales incluyen la mayoria de las anormalidades de la cabeza y pieza
intermedia, gotas citoplasmaticas proximales y anormalidades individuales presentes en un
alto porcentaje, mientras que los defectos de menor importancia incluyen bucle colas, cabezas

separadas o sueltas y gotas citoplasmaticas distales (Menon et al., 2010).

A medida que la cabeza del espermatozoide contiene el material genético y efecto clave de la
fertilizacion, la mayoria de las anomalias de cabeza estan asociados con un deterioro
significativo de la fertilidad. La condensacion anormal de la cromatina y formas anormales
del nucleo estan estrechamente relacionados con la fertilidad reducida. Una anormalidad de
cabeza como por ej. cabeza piriforme afecta tanto la tasa de fertilizacion y posterior desarrollo
embrionario, con el fracaso de escision siendo el resultado primario. Defectos acrosomales

también estan asociados con disminucion de la fertilidad (Menon et al., 2010).

Un grupo de anomalias de especial importancia son las que afectan al acrosoma y entre las
mas frecuentes se han descrito el acrosoma nudoso y la membrana acrosomal aplanada. Los
espermatozoides con acrosoma nudoso se encontraron en el eyaculado de sementales frisones
cuya espermatogénesis estaba alterada y se cree que es un defecto de origen congénito y
hereditario (Barth y Oko, 1989).

Los eyaculados con espermatozoides con el acrosoma nudoso suelen presentar también otras
anomalias espermaticas, o que compromete atin mas la fertilidad del semen. Se puede decir
que los espermatozoides con este defecto son incapaces de atravesar las membranas que
rodean al ovocito (Thundathil, 2002). Ademas se cree que es un defecto no compensable, es
decir que los espermatozoides normales presentes en la muestra también tenian menor

capacidad fecundante (Muifio, 2005).

Otra anomalia acrosémica es la membrana acrosomal aplanada. Se ha observado que
eyaculados con alta incidencia de esta anomalia podia unirse normalmente a la zona pelucida
del ovocito, y su matriz acrosomal permanecia funcional (Meyer y Barth, 2001). Las
anomalias que afectan al nucleo espermético, como las vacuolas nucleares, suelen tener una
menor incidencia. Thundathil en 1998, demostraron que los espermatozoide que presentaban
este defecto nuclear se unian con dificultad a la zona pellcida, pero eran capaces de penetrar
el citoplasma del ovocito y fertilizarlo, y el embrion formado continuaba su desarrollo hasta la

fase del blastocisto.
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Las anomalias de la pieza intermedia y de la cola generalmente surgen como defectos de la
espermatogénesis y espermatozoides con tales anomalias son o no son moviles o tienen
anormal motilidad. Por consiguiente, la presencia de tales anomalias es generalmente se
asocia con subfertilidad. Una gota proximal citoplasmaética se considera un defecto de la
espermatogénesis y un alto porcentaje de espermatozoides afectados con gotitas proximales
citoplasmaticas tienen resultado o se reflejan en los problemas de fertilidad (Menon et al.,
2010).

Anomalias como las colas enrolladas o los plegamientos de la pieza intermedia, si son
abundantes en el eyaculado, pueden comprometer la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen una motilidad normal, y por tanto no van a poder

alcanzar las proximidades del ovocito.

Siempre que aparecen anomalias en un eyaculado la fertilidad del semen puede verse
comprometida, pero realmente no se sabe cual es el porcentaje maximo de morfoanomalias
espermaticas que puede ser compatible con una fertilidad normal. Lo que esta demostrado es
que existe una correlacién negativa entre el nimero de formas andémalas y la fertilidad del
semental (Barth y Oko, 1989; Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Los toros que estadn atravesando la pubertad tienen grandes cantidades de diferentes
anormalidades espermaéticas, incluyendo gotas proximales. Es interesante destacar que en
toros maduros una alteracion en espermatogénesis frecuentemente resulta en un
espermiograma similar, es decir, grandes cantidades de anormalidades diferentes incluyendo
gotas proximales. Entonces, espermatogéenesis anormales en toros puberes pueden tener una

base algo similar a la de toros maduros con espermatogénesis alteradas.

Se dice que encontrar gotas proximales en el semen de toros jovenes es “un signo de
inmadurez”. Algunos han malinterpretado esto como que las células espermaticas son
inmaduras y no que el toro es inmaduro. Cuando el semen de toros jovenes se analiza en
evaluaciones de aptitud reproductiva es tentador, a veces, clasificar a un toro con grandes
cantidades de anormalidades espermaticas y gotas proximales como un reproductor
potencialmente satisfactorio con la esperanza de que éste vaya a producir semen normal

cuando sea utilizado en el servicio (Barth, 1999).
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Quirino et al., (2004) describieron que toros de mayor libido presentan bajo porcentaje de
anormalidades espermaticas, dado que las caracteristicas morfolégicas tuvieron correlacion

genética favorable con la libido (Silva et al., 2012).

Las estimaciones de heredabilidad reportadas para los defectos esperméticos también
oscilaron de baja a moderada magnitud. Previamente Smith et al. (1989) ya habian relatado
una similar magnitud de heredabilidad, de 0,31, para defectos espermaticos primarios, pero
casi nula para los secundarios, de 0,02. En un estudio posterior, Kealey et al. (2006)
encontraron heredabilidad de 0,30 y 0,33 para defectos espermaticos primarios y secundarios,
respectivamente. Recientemente, Garmyn et al. (2011) reportaron estimaciones de
heredabilidad de 0,23, 0,27 y 0,25 para defectos espermaticos primarios, secundarios y totales
en machos de la raza Angus. Tales magnitudes de las heredabilidades permitirian, al
principio, la adopcion del porcentual de defectos esperméaticos como criterio de seleccion para
mejoria del perfil seminal y de la fertilidad de toros en rebafios comerciales, estableciéndose
un progreso genético mas efectivo que para las demas caracteristicas seminales. Sin embargo,
otros autores no corroboran tal suposicién, dado que estos encontraron bajas magnitudes de
heredabilidad para los defectos espermaéticos (Dias et al., 2006, Silva 2009, Silva et al., 2012).

Hay dos tipos de preparaciones que son las mas comunmente utilizadas para poder realizar el
analisis morfoldgico del material seminal, a modo de poder saber con qué porcentaje de

anormalidades cuenta ese semen y qué tipo de anormalidad predomina.

1) Preparaciones secas.
1.1. Técnicas de contraste con Tinta China.
1.2. Técnicas de coloracion de Williams.

Ambas técnicas estan descritas pero se consideran obsoletas.

2) Preparaciones humedas.

2.1. Técnica del formol salino buffereado.

Método: colocar en un tubo de ensayo con tapa 1 cc aproximadamente de solucion de formol
salino bufferado (+) y una gota de semen, ambas a igual temperatura. Mezclar bien los
componentes. Colocar una gota entre porta y cubreobjetos y observar en contraste de fase de

400 X y 1000 X. Contar 200 celulas registrando las anormalidades por su tipo.
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Interpretacion: la técnica se basa en el hecho que los espermatozoides son altamente
transparentes a la luz; sin embargo causan cambios de fase que resultan de pequefias
diferencias en el indice de refraccion y del grosor de las diferentes partes, se vuelven mas
claramente detectables por este método. Esta técnica permite observar estructuras tales como

el acrosoma, las membranas, etc.

Los sistemas computarizados también permiten realizar mediadas de las dimensiones de la
cabeza espermatica. Se conoce como sistema ASMA (Assisted Sperm Morphology Analysis),
y estén disefiados para realizar medidas del &rea, perimetro, longitud y anchura de las cabezas
espermaticas presentes en una extension de semen fijada y tefiida. Es interesante disponer de
los datos morfométricos de las dosis seminales, puesto que se ha comprobado que la
morfometria anormal de las cabezas espermaticas influye negativamente en la fertilidad de los
sementales bovinos. Para los andlisis de morfologia existen diferentes criterios de
clasificacion como pueden ser el de la O.M.S., Tygerberg (Kruger) o inclusive personal. Se
pueden utilizar diferentes tinciones para una mejor visualizacion y captura de las imagenes:
SpermBlue, Cell-VU (portas pretefiidos) y Diff-Quik son los recomendados. También se

utilizan Shorr, Papanicolau, etc. (Muifio, 2005).

Cuadro 5: Valores fisiologicos de anormalidades en el toro.

Cabezas 3-18%
Piezas medias 0-2%
Colas 0-7%
Gota proximal 0-5%
Totales 15-20%

(Repartido Teriogenologia 2008).

Saacke (1990) propuso clasificarlos en compensables 0 no compensables, segin si el
espermatozoide anormal puede o0 no vencer las barreras del tracto femenino y realizar la

fecundacion.
Freneau et al., (2010) compararon los dos métodos de analisis para morfologia, con

preparaciones secas (eosina-nigrosina) y preparaciones humedas con solucion salina isotonica
(SSI).
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La media del porcentaje de esperma normal no hizo que difieran entre métodos (P>0,05). Sin
embargo, la preparacion humeda detecta defectos en los espermatozoides mas grandes,
mientras que E-N detecta defectos espermaticos mas pequefios (ambos P<0,05). La deteccion
de las principales defectos fue 7,2 puntos porcentuales mayor para las muestras evaluadas por
SSI vs E-N. En contraste, el nimero de menores defectos detectados por E-N fue 5,8 puntos
porcentuales mayor que en las muestras evaluadas por la SSI. Esto podria ser importante
cuando este sistema de clasificacion (es decir, los espermatozoides mayor o menor defectos)

se utiliza como la base para el prondstico (Freneau et al., 2010).

El nimero total de espermatozoides con gotas citoplasmaticas (proximal o distal) detectado
con SSI fue casi el doble que detecta con E-N (P<0,05). Un patrén similar producido por las
gotas tanto distal y proximal cuando se examinaron individualmente. Gota proximal también
se detectd en muestras de toro més utilizando SSI (71 comparado a 58). Dos efectos distintos,
0 sus combinados, pueden producir esta diferencia. Uno podria ser los efectos mecanicos y / o
quimicos durante el frotis y la tincion del proceso que causa gotitas a que se pueden
desintegrar o quedar derramadas (Sekoni et al., 1981). Otra posibilidad podria ser que el
proceso provoque una distribucion irregular de las gotas sobre la corredera debido a la
hidrodindmica de irregulares particulas de tamafio en los fluidos (Halliday et al., 1993).

Numeros elevados de gotas pueden afectar negativamente a la fertilidad del toro (Soderquist
et al., 1991). Toros con méas de 30% de gotas proximales tenian severamente deprimida la
fertilidad in vitro (Mortimer, 1991). Gotas citoplasmicas proximales pueden considerarse
como defectos incompensables en los espermatozoides (Amann et al., 2000) que son capaces

de ir causando la pérdida de la prefiez temprana (Saacke et al., 2000; Freneau et al., 2010).

Concentracién espermaética
La concentracion de semen se puede calcular por contaje en camara cuenta glébulos,
realizando una dilucion del semen de 1:100, o mediante el empleo de espectrofotdmetro,

previamente calibrado (Cavestany, 1994).

El método més preciso para evaluar la concentracion espermatica del eyaculado es el recuento
de espermatozoides. Este método, para uso rutinario en centros de inseminacién, donde cada
dia se evalian numerosos eyaculados y es necesario agilizar el trabajo, se hace laborioso y

Ileva tiempo (Boixo, 1996).
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Normalmente en estos centros de numerosas colectas diarias, se opta por el uso del
espectrofotometro, que permite estimar de forma indirecta la concentracion espermaética
basdndose en la absorcion o dispersion de la luz provocada por los espermatozoides en
suspension. La determinacion de la concentracion espermatica mediante un espectrofotometro
es un método rapido y facilita resultados con un margen de error asumible (Catena y
Cabodevilla, 1999).

También se puede utilizar hemocitémetro, aunque éste ha quedado relegado a un segundo
plano, empleado fundamentalmente para obtener la curva de calibracion del
espectrofotometro, o en laboratorios en los que se evalGa un reducido nimero de muestras de

semen, o bien cuando este proceso se realiza de forma ocasional (Muifio, 2005).

Contaje en cdmara cuenta globulos con reticulo de Thomas-Zeiss.

Método: Cargar una pipeta Potin hasta la graduacion 0,5 con materiales seminales y enrasar
con soluciones de cloruro de sodio al 3%. Mezclar (agitando la pipeta 50 veces, sostenida en
ambos extremos). Descartar las 2 primeras gotas sobre un papel de filtro, y secarla en su
extremo inferior. Colocar un cubre objeto sobre los reticulos y cargar la camara tocando con
un extremo de la pipeta ambos bordes del cubre objetos en el lugar donde se contacta con los
reticulos (1 de cada lado). Contar las cabezas de los espermatozoides que se encuentran en 5

cuadrados mayores (leidos en diagonal preferentemente).

Aplicar férmulas:  a) C= N x 10.000 (dilucion 1/200)
b) C= N x5.000 (dilucién 1/100)

Valores fisiologicos para el toro: 1.2 — 1.5 x 1029 spz/mL (Cavestany 1994)

Examen Viroldgico y Bacteriol6gico del Material Seminal

El examen bacterioldgico y virolégico de semen puede estar indicado en ciertas
circunstancias, especialmente cuando hay signos de inflamacion o infeccién genital en
hembras luego del apareamiento con un macho, cuando hay una rapida declinacion de la
motilidad de los espermatozoides a raiz del almacenamiento, o se produce aumento del pH o

la presencia de leucocitos o directamente pus en el eyaculado, o en el frotis de semen.
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Los microorganismos o cierto agente viral que pueden llegar a aparecer en el semen pueden
ser procedentes de los testiculos o los epididimos, de las glandulas accesorias, los conductos
deferentes, la uretra, el prepucio o el pene. El examen de semen de los toros por métodos de
cultivo o por inoculaciéon de semen a animales de prueba puede revelar que estamos ante un

animal infectado con brucelosis, tricomoniasis y vibriosis.

En vacunos la prueba de anticuerpos fluorescentes ha sido Util en el examen de muestras de
esmegma prepucial para detectar vibriosis. En casos de brucelosis, las pruebas de aglutinacion
del plasma seminal pueden estar indicadas si el analisis de sangre revela un titulo positivo o

sospechoso (Roberts, 1979).

Aparte del posible peligro para la hembra por introduccion de la infeccién durante el
acoplamiento, las bacterias y sus productos pueden lesionar a los espermatozoides y producir
una rapida declinacion de la motilidad de los almacenados, especialmente en semen diluido
conservado (Roberts, 1979).

En toros, los microorganismos que pueden encontrarse en el semen incluyen: C. renale, B.
pyocyaneus, Leptospiraspp., Estafilococos, E. coli, C. pyogenes, B. abortus, M. tuberculosis
(tipo bovino y avicola), M. paratuberculosis y P. aeruginosa principalmente (Roberts, 1979).
Albertsen encontré micoplasma en el 94% de las muestras de semen de toros, quien fue que
establecié que este microorganismo es un saprofito en el prepucio de casi todos los toros.
(Roberts, 1979). Del semen de los testiculos de toros se han obtenido virus que incluyen
enterovirus, virus del fibropapiloma genital, virus de la fiebre aftosa), Chlamydia, virus de
parainfluenza Ill, y de I.B.R — .P.V. (Roberts, 1979).

Roberts (1979), afirma que la congelacion del semen para la conservacién de los
espermatozoides preservard también a la mayoria de los agentes infecciosos, incluso los virus.
El nitrégeno liquido utilizado para el almacenaje de semen congelado puede llegar también a
contaminarse con diversos microorganismos y virus, y ser asi una fuente de infeccién para la
vaca (Roberts, 1979). Al recoger muestras de semen para estudios bacteriologicos o virales es
esencial observar practicas sanitarias e higiénicas estrictas. Aunque el semen se recoge en una
vagina esterilizada, muchas veces se da cierta contaminacion. Es imposible obtener una
muestra de semen bacteriologicamente estéril en la vagina artificial o por electroeyaculacion,

debido a la contaminacion por contacto con la uretra, el prepucio y el aire (Roberts, 1979).
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El método de tomar una muestra de secrecién de las glandulas accesorias para cultivo consiste
en protruir el pene y, luego de un cuidadoso lavado y desinfeccion del pene expuesto, del
prepucio y la parte inferior de la uretra, se pasa una canula esterilizada por la uretra y se
recoge una muestra en un frasco esterilizado, masajeando las glandulas accesorias. En la
actualidad esta prueba rara vez se realiza, excepto para determinar el agente causal de
procesos inflamatorios del tracto reproductivo, o las glandulas accesorias (Roberts, 1979). Un
relevamiento realizado sobre levaduras, se concluyo que el 13% de las muestras de semen a
nivel comercial y un 71% de los lavados prepuciales de toros contenian levaduras. También
se vio que las levaduras del prepucio eran saprofitas del genero Candida, Cryptococcus,

Rhodotorula, Saccharomyces, Torulopsis y Trichosporon (Boixo, 1996).

El Semen y sus diferencias entre razas

Volumen

En la raza Simmental, Kaps et al., (2000) y Gredler et al., (2007) reportaron heredabilidad
para volumen seminal de baja y moderada magnitud, 0,04 y 0,18, respectivamente. Ducrocq y
Humblot (1995) y Mathevon et al (1998), en razas francesas, estimaron valores elevados de
heredabilidad para la misma caracteristica, 0,49 y 0,65, respectivamente. Estos autores
resaltaron la importancia de la inclusion del volumen seminal y concentracion espermética en
analisis genético debido a la variacion entre eyaculados de un mismo toro. En este caso, la
definicion del método de colecta del semen es un factor importante, pues se espera un
aumento del volumen y una disminucion de la concentracién espermatica utilizando el
método de electroeyaculacion cuando es comparado con el método de vagina artificial (Silva
etal.,2012).

Motilidad

Hoflack et al. (2007) compararon las caracteristicas de motilidad espermaética para toros de
razas lecheras como Holstein-Friesian y toros carniceros como el Belgian Blue bajo el ajuste
de parametro similar al CASA. Se pudo observar diferencias sustanciales para los parametros
de motilidad a favor de los toros de raza lechera, a su vez el analisis de las subpoblaciones
espermaticas revelo tener espermatozoides menos rapidos y mas lentos y estaticos para los alh

Belgian Blue en comparacion con los Holstein.
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Los porcentajes del total y progresivamente espermatozoides maviles y los parametros de
motilidad de esperma (VAP, VSL y STR) fueron significativamente menores en la raza
Belgian Blue. Por otra parte, una menor eficiencia cinética de Bovino Blanco Azul Belga se
observo en términos de menor y mayor BCF y ALH. Un patrén similar de caracteristicas de
movimiento (motilidad progresiva menor, VSL, BCF y ALH superior) se observé en el caso
de Jersey (Bos Taurus) y Kangayam (Boslndicus). En cuanto a las caracteristicas de
movimiento después de la descongelacion de espermatozoides, la motilidad progresiva y la
velocidad fueron mayores en los toros Holstein (Hallap et al., 2006) que la de raza Jersey. Sin
embargo, la mayoria de los parametros fueron més bajos en bovinos cruza (B.taurus X
B.indicus) y el ganado Kangayam (B.indicus) excepto ALH, BCF y STR (Kathivaran et
al.2005; Kathivaran et al. 2011).

Morfologia

En cuanto a las diferencias de morfologia espermética entre razas, para un estudio realizado
por Menon et al., (2011), el porcentaje promedio de defectos de cola fueron mayores (P=0,01)
en toros Angus y Hereford en comparacion con otras razas. En general, los defectos de pieza
intermedia (12,80% 6 13,19%) fueron mayores (P<0,01) que los de cabeza (5,47% 6 6,13%) y
defectos de cola (1,53% 6 2,14%). Los defectos de cabeza detectados entre varias razas
incluidas fueron cabezas separadas, defectos en el tamafio y la forma de la cabeza, vacuolas
nucleares, defectos de acrosoma y otros (como fosa implantacion extra y doble cabeza). Los
de pieza intermedia como reflejo de pieza intermedia distal, gotitas proximales, y otros, tales
como, pseudogotas como defecto, el apego abaxial de la cola, pieza intermedia doble, y

aplasia segmental, fueron los mayormente encontrados.

De 1.642 toros sometidos a evaluacion de la morfologia espermatica, 1363 (83,0%) fueron
clasificados como satisfactorios y el restante 279 (17,0%) como insatisfactorios reproductores
potenciales. EI méas alto porcentaje de reproductores potenciales satisfactorios era de
Limousin (90,6%) y el mas bajo de los toros Hereford (78,8%) (Menon et al., 2011).

A pesar de que los defectos de la pieza intermedia fueron ligeramente mayor en comparacion

con toros mayores de 1,5, se encontr0 asociacion significativa entre la edad y las

anormalidades espermaticas (Menon et al., 2011).
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Rege et al., (2000) observaron que el porcentaje de anormalidades espermaticas fue
negativamente correlacionado con la motilidad y turbidez, ademés del volumen del semen y
concentracion espermatica, tanto por asociacion fenotipica como genética. Silva (2009)
encontré correlaciones genéticas favorables entre PE (Perimetro Escrotal) con defectos
espermaticos menores (-0,23), defectos esperméticos mayores (-0,16) y defectos
espermaticos totales (-0,25), lo que sugiere, aunque las magnitudes no sean altas, que la
seleccion para PE favoreceria la disminucién de incidencias de patologias espermaticas (Silva
etal., 2012).
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HIPOTESIS

Existe una alta correlacion entre la valoracion de semen por métodos manuales y

computarizados.

OBJETIVOS

Comparar los pardmetros de concentracion y motilidad seminal logrados por métodos
tradicionales (concentracion por contaje directo y motilidad por apreciacion visual) con los

obtenidos por un equipo automatico.

55



MATERIALES Y METODOS

El estudio del presente trabajo fue realizado en el Centro de Toros de GENSUR ubicado en el
departamento de San José, a 2km por camino vecinal al oeste del km 85 de la ruta 1, y en el

Departamento de Reproduccion de la Facultad de Veterinaria.

Animales y Manejo

El ensayo se realizd durante los meses de marzo y abril de 2009 y se evaluaron 116
eyaculados de 18 toros de 5 razas (2 de leche, Holando y Jersey y 3 de carne, Polled Hereford,
Aberdeen Angus y Red Angus).

El semen se colectd6 mediante vagina artificial en la mayoria de los casos, a excepcion de un
toro de la raza Jersey que se emple6 el método de electroeyaculacién ya que éste presentaba
Artrosis en un miembro posterior, problema que le dificultaba el salto normal. La colecta

seminal se realizaba en horas de la mafiana.

En GENSUR se trabaj6 con los eyaculados obtenidos en los dias de trabajo del centro. Una
vez obtenido el eyaculado, el mismo fue evaluado por el personal de GENSUR de la manera
que lo hace habitualmente. Una muestra de cada eyaculado fue apartada para realizar los
estudios de concentracion y motilidad mediante un equipo computarizado (Equipo SQA-Bv,
Medical Electronics Systems) y otra para el estudio morfoldgico (técnica de formol salino
bufferado en microscopio de contraste de fase a 100x). Cada método de evaluacion se realizd
de forma independiente, de manera que no existiera influencia de los mismos. El analisis del
estudio morfolégico se realizd en el Laboratorio del Departamento de Reproduccion de la

Facultad de Veterinaria.

Equipo
Para el analisis computarizado se utilizo el Equipo SQA-Bv, Medical Electronics Systems,
cedido por MedLab el cual mediante un software adecuado (B-Sperm), calcula en forma

automatica la concentracion y vitalidad del semen.
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Estudio Morfoldgico

Siempre que aparecen anomalias en un eyaculado la fertilidad del semen puede verse
comprometida, pero realmente no se sabe cual es el porcentaje maximo de morfoanomalias
espermaticas que puede ser compatible con una fertilidad normal. Lo que esta demostrado es
que existe una correlaciéon negativa entre el nimero de formas andémalas y la fertilidad del
semental (Barth y Oko, 1989; Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Para el analisis manual de la morfologia espermatica se utilizo la Técnica del formol salino
bufferado. Como metodologia se colocé en un tubo de ensayo con tapa 1 cc aproximadamente
de solucion de formol salino bufferado (+) y una gota de semen, ambas a igual temperatura.
Previo al analisis se mezclo bien los componentes y se procedid a colocar una gota entre porta
y cubreobjetos y observar en contraste de fase de 400 X y 1000 X contando un total de 200

celulas registrando las anormalidades por su tipo.

Los defectos de los espermatozoides se agruparon de la siguiente manera: los defectos de la
cabeza (cabeza suelta, defectos de tamafio y forma, vacuolas nucleares, defectos de acrosoma,
y otros); los defectos de la pieza intermedia (gota proximal, gota distal, pieza intermedia
doblada, pieza intermedia enrollada y otros), y los defectos de cola (cola doblada, cola

enrollada, cola corta).

Anélisis Estadistico
Los datos se analizaron por la prueba de t (Student) y se realizd correlacion linear de Pearson
(Proc Corr, SAS). El nivel de significancia empleado para el andlisis de datos fue de

P<0,0001 a excepcién de la morfologia que fue P<0,09.
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RESULTADOS

Comparacion entre el equipo SQA y la evaluacion manual de semen de toro

En el Cuadro 6 se presentan los analisis comparativos entre los dos métodos en estudio para
calidad de semen. Estos son el equipo SQA y el método manual, para las caracteristicas de
concentracion de espermatozoides medida en millones/ml, motilidad en % vy total de

espermatozoides por eyaculado en millones/ml.

Cuadro 6. Caracteristicas de los eyaculados de acuerdo al sistema de evaluacion

Evaluacién Concentracion Motilidad (%) Total esp/eyaculado®
Equipo SQA 823,1+44,0 67,4+15 4035,0 + 265,0
Manual 856,7 + 42,0 68,8+1,5 4223,0 + 264,9

- millones/ml: %: millones totales

Manual SQA-Vb

5000
4500
4000 I —
3500 SR
3000 B
2500 EEE
2000 EEE
1500 EEE
1000 SR
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0 T 1
Concentracién Total Espermatozoide por Eyaculado

Figura 7. Comparacién del analisis de concentracion y espermatozoides totales entre SQA y
método manual.

Como muestra la Figura 7 no se ven diferencias en la comparacion de métodos para la
concentracion y los espermatozoides totales evaluados por los dos métodos.

En la Figura 8 se puede ver el analisis comparativo para la motilidad espermatica la cual fue
de 67,4% para la medida en SQA-Vb y de 68,8% para el analisis realizado por el método
manual, el cual como fue explicado anteriormente no deja de ser un método de estudio

subjetivo.
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Figura 8. Comparacion del andlisis de motilidad entre los dos métodos en estudio.

En el Cuadro 7 se muestra la correlacion estadistica entre ambos métodos. Si bien se ven
diferencias numéricas, para la concentracion de 0,866, para la motilidad de 0,420 y para el
total de espermatozoides por eyaculado de 0,928, estadisticamente no hay diferencias
significativas entre las caracteristicas seminales en estudio, la cual tuvo una significancia de
P<0.0001, tanto para la concentracion (millones/ml), Motilidad (%) y para el total de

espermatozoides por eyaculado (millones/ml).

Cuadro7. Correlacion entre concentracion espermatica, motilidad y total de espermatozoides
por eyaculado determinada por métodos manuales o computarizados

Concentracion” Motilidad (%) Total esp/eyaculado”
r 0,866 0,420 0,928
n 116 116 116
p 0,0001 0,0001 0,0001

! millones por mL

En el cuadro 3 se muestra el andlisis comparativo para la morfologia espermética sobre un
total de 93 muestras analizadas para ambos casos y la correlacion estadistica para la variable
en estudio. Tal como se observa en el cuadro 3 y en la Figura 7 hay diferencias para la media
de espermatozoides normales expresados en % entre ambos métodos, no hay diferencias

significativas para ambas variables P<0,09 con una correlacion r = 0,17753.
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Cuadro 8. Evaluacion Morfolégica

Evaluacién y Método N Media (%)
Morfologia Manual 93 849+1,2
Morfologia SQA-Vb 93 84,8 +0,8
Correlacion
r=0,17753
Significancia
P<0,09

En la Figura 9 se puede observar el porcentaje de espermatozoides normales para ambos

métodos en base a lo explicado anteriormente.
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Figura 9. Morfologia comparativa expresada en % de espermatozoides normales.
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DISCUSION

Langerlof en 1934 fue el primero en analizar en detalle la correlacion entre la morfologia
espermatica y su fertilidad. Establece por otro lado que la correlacion se mantiene si el
porcentaje de espermatozoides anormales se encuentra dentro de los limites fisiologicos
(Haedo, 1986).

Menon et al. (2011) clasifica un toro como satifactorio, a aquel que contiene al menos un 70%
de espermatozoides morfologicamente normales y que no tienen mas de un 20% de
anormalidades de cabeza. Observando los resultados obtenidos en el presente estudio la media
de espermatazoides normales super6 claramente el 70% mencionado por Menon, en ambos
métodos en estudio, con un 84,85161% para el método manual y de un 84,80645% para el
obtenido por SQA-VDb.

No se sabe con certeza el porcentaje maximo de anormalidades espermaticas que puede ser
compatible con una fertilidad normal, lo que si estd demostrado es que existe una correlacién
negativa entre el nimero de formas andmalas y la fertilidad del toro (Barth y Oko, 1989;

Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Como describen los resultados anteriormente, no se encontraron diferencias significativas
para la variable % de espematozoides normales entre ambos métodos en estudio, pero si
diferencias numéricas en mayor numero para el método manual. Lo que concuerda con
Freneau et al. (2010), en el que obtuvieron diferencias mayores al comparar una preparacion
himeda con Eosina Nigrosina para morfologia. Se explica porque la preparacion himeda
detecta defectos méas grandes. Al momento que se realizo el analisis morfoldgico manual, las
anormalidades encontradas fueron agrupadas por defecto; cabeza, pieza intermedia y cola. En
la agrupacion de anormalidades se observaron mayores anormalidades como gotas
citoplasmaticas, lo cual se puede deber tal como lo menciond Freneau et al. (2010) a que el
proceso de la preparacién de la muestra podria tener un efecto mecanico y/o quimico durante
la preparacion de frotis que lleve a una distribucidn irregular de las gotas sobre el portaobjetos
debido a la hidrodindmica de particulas de tamafio irregulares en los fluidos (Halliday et al.,
1993).

61



La media obtenida para la motilidad fue de 67,4% para SQA-Vb y de 68,8% para el método
manual, valores que estan entre los detallados por Bloom que sefiala que los toros mas fértiles
son aquellos que cuentan con un 50-80% de espermatozoides con activa motilidad progresiva.
Awad (2011), concluyd que la media de la motilidad espermatica en semen fresco fue de

82,3%, valores que se encuentran por encima de los establecidos en este caso.

Estadisticamente no se obtuvieron diferencias significativas entre los métodos en estudio para
la motilidad, con una correlacion de 0,420 y una significancia de P<0.0001. Farrell et al.
(1998) reportaron una correlacion muy alta entre los pardmetros de motilidad combinados
medidos por CASA en semen fresco y fertilidad del toro con una buena relaciéon calidad
predictiva (r* = 0,63 a 0,98), cuando la fecundidad se ha definido como 59 dias de no volver
al servicio. De manera parecida, Januskauskas et al (2000) reportaron una correlacion
significativa entre el porcentaje lineal de espermatozoides moviles con 56 dias de retencion en
la tasa de toros lecheros suecos rojo y blanco.

Hay que tener en cuenta que el andlisis manual de la motilidad no deja de ser un método
subjetivo, que debido a la subjetividad de la técnica puede ser un mal predictor de la fertilidad
(Kathivaran et al., 2011).

Para la concentracion los valores obtenidos se encuentran dentro de los valores fisioldgicos
normales del torol.2 — 1.5 x 1029, si bien existen diferencias numéricas entre los dos métodos
analizados, la correlacion fue de 0,866, no existiendo diferencias estadisticamente

significativas. Similar a lo ocurrido con el total de espermatozoides por eyaculado.

Es a destacar que no se obtuvo un método similar en estudio a realizar un analisis
comparativo méas profundo en condiciones similares, ni tampoco otro estudio de los mismos
métodos comparados: manual y SQA-Vb. Seria bueno poderlo comparar con CASA bajo las

mismas condiciones.
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CONCLUSIONES

Se puede concluir que al haber obtenido un % de motilidad espermatica, concentracion y
espermatozoides totales por eyaculado similares entre las variables en estudio, el equipo
SQA-Vb puede ser un buen predictor de la fertilidad de toros. No es un método subjetivo, con
las contraindicaciones y factor personal de entrenamiento que requiere, es un método
computarizado en el cual de manera automatizada en 70 segundos se puede tener la muestra

analizada.
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