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Capitulo L

Factores que determinan la congelabilidad del semen
bovino

Oscar Vera
Maria Gladys Muinoz

La criopreservacién y la inseminacién artificial en el bovino son, desde hace
muchos afios, las biotecnologias reproductivas mds utilizadas a nivel mundial para la
mejora genética en produccién animal. Son evidentes las notables ventajas, tanto sa-
nitarias, genéticas y productivas, que ofrece la utilizacién del semen congelado-des-
congelado con respecto al semen fresco y/o refrigerado (Cardellino et al., 2003). Los
criadores de toros reproductores generalmente solicitan evaluaciones reproductivas
rutinarias como son los examenes androldgicos, con la finalidad de confirmar su po-
tencial fértil antes de comprar o vender un costoso reproductor. También estas eva-
luaciones se utilizan para comprobar su produccién espermdtica diaria, en especial,
en reproductores de alto valor genético, ademds para valorar el potencial de un repro-
ductor como donante de semen para inseminacién artificial (IA) con semen congela-
do o refrigerado.

Laincorporacién de un toro en un Centro de inseminacién artificial (CIA) se rea-
liza en funcién de su valor genético, considerando su ascendencia (pedigri), sus caracte-
risticas de desempefio individual y su descendencia (progenie). La capacidad fértil de
este reproductor, es estimada a nivel de un CIA por medio de un examen clinico com-
pleto y por la apreciacién de la calidad del semen producido. Tales evaluaciones repro-
ductivas dependen de que se logre recolectar el semen de manera apropiada y sobre
todo, de una precisa valoracién del mismo. Una evaluacién de la aptitud reproductiva,
incluird una prueba de libido o de capacidad de servicio, examen de los genitales exter-
nos, medicidn testicular, palpacién de los testiculos, examen de los genitales internos y
una evaluacién seminal, asi como ecografias de testiculos, glindulas vesiculares y prés-
tata en algunos casos. Ademas es necesario realizar pruebas microbioldgicas en el se-
men para determinar enfermedades de transmision sexual, especialmente Brucelosis,
Paratuberculosis, IBR, etc., que son parte crucial del examen androlégico.

Cuando se describe el examen androldgico en toros, la evaluacién de congelabi-
lidad es poco utilizada para apreciar la capacidad y calidad de una muestra para ser
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congelada, sin mayores pérdidas de las células. Para determinar si una muestra de se-
men es congelable o no, se procede a la evaluacién del eyaculado, determinando las
variables de calidad seminal como, el volumen del eyaculado, la movilidad masal, la
movilidad individual, el porcentaje de atipias en la morfologia espermatica y la con-
centracion espermadtica, haciendo énfasis en los parametros de viabilidad espermatica
como la movilidad, la integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma. Estos tl-
timos son extremadamente sensibles en la etapa de enfriamiento del semen diluido a
una temperatura entre 2-8°C, asi como al proceso de congelacion. Esta congelabilidad
del semen bovino solo puede evaluarse cuando se lleva a cabo la dilucién y congela-
ci6n de una muestra de semen que ha pasado las pruebas de calidad seminal y mas
aun, se verifica posteriormente, una vez que se descongela esa muestra, la cual debe te-
ner una movilidad (motilidad individual) superior al 25-30% (Decuadro-Hansen,
1997; 2000).

Pocas son las pruebas de laboratorio que se pueden realizar para conocer este pa-
rametro. Como regla general, se seleccionan los toros jévencs que presentan una bue-
na circunferencia escrotal (CE), una concentracién espermatica elevada, una buena
movilidad individual antes y después de la congelacién y un bajo porcentaje de ano-
malias espermadticas. Se recomienda la evaluacién de 5 colectas dobles (10 eyaculados,
siendo los dos primeros eliminados). Ademds de los pardametros seminales evaluados
ya mencionados, se incluye una determinacién de la presencia de leucocitos, que pu-
diera revelar la presencia de una infeccién a nivel del tracto reproductivo que deterio-
ra la calidad seminal. Como regla general, 15-20% de los toros jévenes son eliminados
por este inico test. Mientras mas elevada es la movilidad individual post-congelacién
mejor sera su capacidad de congelabilidad y capacidad fecundante.

Muchos factores pueden influenciar la congelabilidad del semen bovino. Por tal
motivo, el objetivo de este articulo es analizar los factores que afectan la congelabili-
dad del semen bovino y a los cuales se les pueden atribuir variaciones en la aptitud del
semen para soportar la crioconservacién, como por ejemplo, calidad del eyaculado,
edad, estacion del afno, familia, efecto de la dilucién del semen a alto o a bajo nimero
de espermatozoides por dosis dc IA y el manejo reproductivo de los sementales. Este
aspecto cobra especial importancia en la seleccion de los reproductores de ganaderia
de doble propésito para poder diseminar las caracteristicas y los pardmetros de pro-
duccién deseados y contribuir al desarrollo de esta ganaderia mediante el uso de dosis
para lograr una IA de 6ptima calidad.

Todas las recomendaciones que a continuacién se plantean son parte del trabajo
y los protocolos seguidos por el laboratorio de procesamiento de semen del Instituto
de Reproduccién Animal (FCV-UCV, Maracay) para contribuir al desarrollo de la ga-
naderia en Venezuela.

FACTORES QUE AFECTAN LA CONGELABILIDAD DEL EYACU-
LADO
La aptitud del semen bovino para soportar la crioconservacion o congelabilidad

es el resultado de la calidad intrinseca del eyaculado y del efecto del ambiente inme-
diato, como lo es el manejo del toro antes de la recoleccion del semen, la frecuencia de
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recoleccion del eyaculado, el estrés del semental, enfermedades transitorias, manipu-
lacién adecuada del semen una vez recolectado e incluso la alimentacion previa que
puede afectar la calidad del semen (Vera, 2001). El proceso de congelacién del semen
bovino depende de una serie de interacciones complejas entre la calidad original del
eyaculado, el tipo de diluyente empleado, la velocidad de enfriamiento y de congela-
cion seguida en el proceso de congelacién—descongelacién como del tamafio y tipo de
pajuela empleado para el semen (Veraet al., 2002). Los principales factores o aspectos
que afectan la congelabilidad del semen son: el manejo del semental previo a la colec-
ta del semen; la calidad del semen; la composicién del diluyente y el efecto de la dilu-
cién del eyaculado y el control microbiolégico del semen fresco.

MANE]JO DEL SEMENTAL

Uno de los problemas de los CIA es que la calidad del eyaculado no es constante,
existiendo mucha variacién entre un eyaculado y otro, cuando no se cumple con un
protocolo de recoleccidn periddica del semen, como normalmente pudicran ser dos
eyaculados, una vez por semana y siete dias de reposo o abstinencia como maximo).
Su objetivo es uniformizar la calidad del eyaculado, obtenido con los diferentes méto-
dos de recoleccion de semen. De esta manera, se obtendrdn muestras seminales recién
colectadas, mas uniformes y de alta calidad.

La muestra seminal recién colectada estd influenciada por la preparacion sexual
antes de la colecta; el trabajo con los toros en la sala de monta; el régimen de recolec-
cién periddico, la alimentacion y el control sanitario. En la sala de monta, el trabajo
realizado por el equipo de un CIA comprende una fase de preparacion sexual o perio-
do de pre-excitacién y una fase de excitacién propiamente dicha, compuestas de falsas
montas, de preferencia sobre un maniqui. Los trabajos durante la colecta de semen
afectan de manera importante la calidad del semen, por lo cual, es importante garanti-
zar la calidad y la limpieza de la sala de monta, el tipo y preparacién de la vagina artifi-
cial y el ritmo o frecuencia de coleccién. Lograr optimizar la frecuencia de colecta a
los efectos de reducir las reservas de semen envejecido en el epididimo y aumentar el
transito epididimario ¢s uno de los métodos mds antiguos para mejorar la calidad del
semen (Amman & Almquist, 1961). Asi se reemplazan las reservas de espermatozoi-
des envejecidos en el epididimo por los espermatozoides producidos mads recientes,
mis viables y mds capaces para soportar mejor el proceso de congelacién.

Es altamente recomendado estimular sexualmente los toros antes de la colecta.
Esta prictica de manejo puede dividirse en dos fases: una pre-excitacién sexual que
suele durar entre 15-20 minutos en toros lecheros y 30 minutos en toros de carne de
razas europeas y doble prop6sito; esta fase consiste en colocar los animales en un brete
contiguo a la sala de colecta que permita que los toros puedan observar a otros toros
saltando. La otra fase seria la de montas falsas, la cual continida siendo una de las me-
jores técnicas para producir semen en mayor cantidad y calidad. En toros de razas eu-
ropeas, se practican dos montas falsas con 5 minutos de espera restringida al lado del
maniqui y una tercera monta falsa antes de colectar (Schenk, 1998).

En general, los CIA de Europa y América del Norte usan una frecuencia de co-
lecta de dos eyaculados, dos veces por semana. Es interesante remarcar que es comun
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que los toros colectados con este ritmo presentan un semen de calidad post-desconge-
lacién superior cuando se trata de los segundos eyaculados colectados (Schenk, 1998).
En nuestra experiencia, en condiciones tropicales, utilizando toros Brahman y mesti-
zos doble propo6sito, dos eyaculados una vez por semana mantienen un semen bastan-
te uniforme con respecto a sus caracteristicas seminales (Vera et al., 1998).

CRITERIOS DE CALIDAD EN UN CIA

Un eyaculado puede ser congelado si responde a las siguientes exigencias en la
evaluacién seminal, los cuales son valores 6ptimos, aunque su exigencia dependera de
cada CIA. En este caso los criterios de evaluaciéon han sido tomados de Decuadro-
Hansen (1997):

Criterios Frecuencia de control Limite de utilizacién
Aspecto c/eyaculado Alteraciones ausentes
Concentracion espermética c/eyaculado =300 x 10¢ esp/mL
Movilidad masal c/eyaculado =3
Movilidad individual c/eyaculado =>70%
Espermatozoides anormales (%) Sobre los 2dos eyaculados de las 3 primeras =25%

colectas cuando comienza a producir semen;
luego sobre el 2do eyaculado 1 vez/mes

Espermatozoides con =15%
anormalidades mayores (primarias)

El semen bovino destinado a la congelacion e inseminacidn artificial debe res-
ponder a los siguientes criterios de calidad:

¢ (Calidad sanitaria. Debe estar libre de todo agente patégeno transmisible por
semen.

¢ (Calidad biologica. L.a muestra descongelada debe tener un minimo de 8 millo-
nes de espermatozoides con movilidad progresiva rectilinea (MPR) por pajuela
después de la congelaciéon v > 25% de espermatozoides con MPR (Decuadro-
Hansen, 1997). La muestra después de la descongelacién deberia tener entre 6 y
8 millones de espermatozoides con MPR, cuando el semen posee >30% de es-
permatozoides con MPR y un porcentaje de anormalidades morfoldgicas <25%.

Deberia tener entre 6 y 8 millones de espermatozoides con MPR, cuando el se-
men posee >30% de espermatozoides con MPR, ademés de datos de fertilidad.
Sobre 300 primeras inseminaciones, el porcentaje de no retorno a los 60/90 dias
debe ser equivalente al obtenido con mas de 8 millones de espermatozoides con
MPR.

La concentracién 6ptima de espermatozoides por dosis es toro-dependiente; en
el 20% de los toros no existe correlacién significativa entre la concentracién por
dosis y la tasa de no retorno (Decuadro-Hansen, 1997). El nimero de esperma-
tozoides con MPR de una pajuela se obtiene multiplicando el porcentaje de es-
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permatozoides con MPR por el nimero de espermatozoides totales en la pajue-
la.

¢ Calidad bacteriol6gica. El objetivo del CIA es lograr que el 95% de las pajuelas
contengan menos de 500 Unidades Formadoras de Colonias de bacterias (UFC)
totales (Decuadro-Hansen, 1997).

¢ Identificacién correcta. La pajuela debe estar correctamente identificada. En
primer lugar, la identificacion debe corresponder al semen del toro contenido
en la pajuela; en segundo lugar, la identificaciéon puede presentar exigencias re-
glamentarias (ej. en la CEE se identifica el status sanitario del toro para IBR).

COMPOSICION DEL DILUYENTE Y EFECTO DE LA DILUCION
DEL EYACULADO

La criopreservacion, cuyo propésito es garantizar la supervivencia del semen,
causa daiios irreversibles en 1a membrana plasmética, lo que conlleva a la muerte de
un gran ntimero de espermatozoides. En los supervivientes se distinguen cambios si-
milares a los observados durante la capacitacién espermatica, lo que provoca un acor-
tamiento de su periodo de vida Gtil. Muchos estudios han investigado el mecanismo
por el cual el semen de toro se dafia cuando los espermatozoides llegan a 4°C o luego
de la congelacién. Aunque parece que diferentes partes de los espermatozoides pue-
den verse afectadas, es la membrana la que parece ser una de las principales causas de
muerte cclular (Salisbury et al., 1978, Vera, 2001).

Larotura de la membrana plasmatica estd claramente asociada con la pérdida de
viabilidad celular. Los dafios que pueden producirse en la membrana pueden ser mo-
dificaciones en su organizacion, permeabilidad y composicion lipidica. Las membra-
nas espermadticas que pueden verse afectadas por la criopreservacién incluyen la
membrana plasmatica, la membrana externa del acrosoma y las membranas mitocon-
driales (Celeghini et al., 2007).

Para evitar o disminuir los dafios causados a nivel celular en los espermatozoi-
des sc han desarrollado diluyentes, que evitan el deterioro en la membrana espermati-
cay propician la sobrevivencia espermatica. Ademas, los dafios ocasionados por este
proceso pueden ser reducidos usando crioprotectores como el glicerol, la yema de
huevo, lipoproteinas de baja densidad (I.LDL) extraidas de la yema de huevo y azica-
res en los diluyentes. Una nueva generacién de diluyentes sintéticos, sin productos de
origen animal para su uso con el semen bovino (Biociphos plus™, Bioxcell™, Andro-
med™) hizo su aparicién a mitad de los anos 90. La caracteristica principal de los mis-
mos es que emplean un substituto de la yema de huevo. El objetivo principal de este
tipo de producto no ha sido el de mejorar la respuesta a la congelacion, sino el de evi-
tar si pudiera darse el caso de una contaminacion bacteriolégica del diluyente, por in-
termedio de la yema de huevo. El rol de la yema de huevo durante la congelacién es la
de proteger los espermatozoides del efecto danino de la dilucién, asi como del choque
por frio (cold shock) que ocurre durante el proceso de congelacién-descongelacidn,
ademds que desempeifia un papel crioprotector (Moussa et al., 2002).

Numerosos autores han demostrado que la fraccién de lipoproteinas de baja
densidad de la yema de huevo conocida como LDL interacciona con la membrana de
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los espermatozoides durante el proceso de congelacién-descongelacién y es la respon-
sable de la proteccién durante la dilucién y la crioconservacion (Pace et al., 1974). Un
nuevo método de extracciéon del LDL fue desarrollado en el INRA de Rennes (Fran-
cia) y experimentado en semen bovino con excelentes resultados (Amirat et al., 2004).
El LDL asi extraido ha sido empleado como fuente de lipoproteinas en diluyentes co-
merciales a base de Tris, dcido citrico y fructosa y ha permitido confirmar el rol crio-
protector de esta molécula asi como la concentracién éptima en los diluyentes de se-
men bovino (Amiratet al., 2004; Veraet al., 2009). De esta manera, se elimina el riesgo
sanitario de utilizar yema de huevo entera; ademas, que se mejora el ambiente de in-
cubacién del semen cuando se va a congelar.

La dilucién del semen una vez recolectado hasta una concentracién determina-
da y para su posterior enfriamiento a 5°C, es una practica habitual. Por lo general, se
diluye la muestra de semen a 30 106 espermatozoides/dosis, cuando la pajuela (dosis)
es de 0,5 mL y a 20X 10¢ esp/dosis, cuando la pajuela es de 0,25 mL. Es muy comiin
que se coloque el doble de la cantidad total de espermatozoides que se necesita para la
inseminacioén, ya que se supone que la congelacion afectara la viabilidad en el 50% de
los espermatozoides; de esa forma, habra suficiente cantidad de espermatozoides res-
tantes para la inseminacién (Salisbury et al., 1978). Se ha demostrado que a concentra-
clones cspermaticas mas bajas de las indicadas, se sucede una disminucién de la movi-
lidad individual post-congelacién. Esto es debido a que existen factores presentes en
el plasma seminal que ayudarian a la conservacién de la viabilidad de los espermato-
zoides; a mayores diluciones se perderian esas propicdades (Vera et al., 2009).

CONTROL MICROBIOLOGICO DEL SEMEN FRESCO

Como norma, cuando se adquieren animales o ingresa un reproductor a un CIA,
se requiere por obligacién aislarlos durante un periodo de cuarentena. Los controles
que se realizan durante ese periodo tienen por objeto determinar si los sementales es-
tan libres de Brucelosis, Tuberculosis, Leptospirosis, Campilobacteriosis genital bo-
vina y Trichomoniasis, entre otras.

Microorganismos asociados con la transmision por semen

Como ya se menciond es importante tomar en cuenta que existen microorganis-
mos patdégenos que se encuentran en ¢l semen y pueden transmitir enfermedades a
todo el rebafio cuando se utiliza para la IA. Es de especial interés, diagnosticar aque-
llos que no muestran signos clinicos, porque son silentes y pasan desapercibidos, esta-
bleciéndose en los 6rganos genitales, ocasionando a largo plazo procesos inflamaro-
rios infecciosos, dificiles de erradicar. A continuacién se sefialan los agentes infeccio-
s0s que se encuentran en el semen y que deberian ser diagnosticados para mantener la
salud reproductiva del rebafo.

Rinotraqueitis infecciosa bovina (BHV-1). Este virus replica en la mucosa del
prepucio, pene y parte distal de la uretra. El virus puede estar presente en el semen,
sin que el animal manifieste signos clinicos. El diagnéstico de rutina para anélisis del
semen se realiza en cultivos celulares de origen bovino, siendo conveniente usar sélo
toros seronegativos.
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Brucelosis. Las brucelas en toros pueden localizarse en las vesiculas seminales,
ampollas, testiculos y epididimo. Para el diagndstico, se utilizan pruebas de aglutina-
cidén, en especial, en los reproductores que provienen de dreas de riesgo.

Enfermedad de las mucosas o Diarrea viral bovina. El virus es excretado en el
semen en la fase aguda. El mejor método para identificar reproductores persistente-
mente infectados es el examen virolégico.

Leptospirosis. En bovinos produce infertilidad, aborto temprano y tardio. Las
serovar hardjo han sido aisladas de vesiculas seminales, epididimo y testiculos de ani-
males infectados. La prueba de diagnostico de Leptospiras es la microaglutinacion,
aunque se estan desarrollando pruebas moleculares para su deteccién e identificacion.

Campilobacteriosis genital bovina. El toro es portador asintomatico de la en-
fermedad y no presenta modificaciones en las caracteristicas del semen. La incidencia
en los toros aumenta con la edad. Se localiza en la mucosa prepucial y en la mucosa del
glande, pudiendo ser transmitido a la hembra a través del servicio natural o artificial.
El diagnéstico de rutina es por inmunofluorescencia directa del esmegma prepucial
en la cuarentena. Deben realizarse controles semestrales.

Trichomoniasis. El toro es un portador asintomdtico de la enfermedad. El pa-
résito puede sobrevivir en semen fresco y congelado. El diagnéstico de rutina se reali-
za cultivando esmegma prepucial. También en este caso se deben realizar controles
semestrales.

Chlamydia psittaci. En toros produce principalmente vesiculitis. Se ha obser-
vado la excrecion de Chlamydia en semen de toros con piospermia, asociado con un
alto porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal, aunque diversos autores
han detectado presencia de Chlamydia en semen de buena calidad. En la actualidad,
se ofrecen técnicas de diagnéstico inmunoenzimatico y PCR para identificacién de
Chlamydia psittaci.

Es indispensable mantener registros actualizados y confiables que contribuyan a
tratar a tiempo o prevenir las enfermedades infecciosas. Por otra parte, debe existir una
politica de evaluacién microbiolégica que se aplique antes de comenzar la coleccién de
semen y los programas de inseminacion. No hay ninguna necesidad de esperar a que los
resultados, muestren que la calidad seminal y la fertilidad son deficientes para decidirse
a realizar las evaluaciones e incluso, para recién solicitar los diagndsticos microbioldgi-
cos del semen, lo que atrasaria la aplicacién de los correctivos y tratamientos, cuando ya
es demasiado tarde. Se trata de un plan inteligente de costos-beneficios, pues de nada
sirve economizar en salud y multiplicar los gastos en tratamientos.

CONCLUSION

Cuando se analiza la congelabilidad del semen de un toro se pone en evidencia
un conjunto de factores ajenos al toro mismo. Sin embargo, para un CIA con un ni-
mero importante de toros en produccién y practicando el mismo manejo de los eyacu-
lados (dilucidén, enfriamiento progresivo, equilibracién y congelacién), es posible
identificar que el factor calidad del eyaculado pesa de forma preponderante en el re-
sultado final obtenido. De ahi la importancia de tener en cuenta, el adecuado manejo
del semental, mejorar la composicién de los diluyentes para congelar semen y llevar
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un control microbiolégico del semen fresco lo cual favorecera un incremento de la
congelabilidad, para de esa manera mejorar los resultados de la IA en la ganaderia de
doble propdsito. 5
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