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Capitulo LXXXI

Logros y desafios en la valoracion de semen de bifalo

Carla Osorio-Meléndez
Armando Quintero-Moreno

En Venezuela, la ganaderia bufalina se ha venido estableciendo como una alter-
nativa pecuaria prometedora, que si bien todavia no compite con la ganaderia bovina,
la complementa. Es importante destacar que a pesar del paulatino y progresivo creci-
miento del nimero de bifalos, asi como de la tecnificacién parcial de algunas fincas
bufalinas, sigue siendo una especie poco explotada al compararla con los bovinos, lo
que hace que se convierta en uno de los principales desaffos ganaderos para los proxi-
mos afios. Esto implica lograr establecer a la especie bufalina como una ganaderia do-
ble propésito viable y de importancia para la comunidad pecuaria. Para alcanzar este
fin, se hace necesaria una difusién masiva de material genético bufalino superior y la
utilizacién de sementales élites para obtener un mejoramiento sostenido y en un pe-
riodo mds corto de tiempo. Esto se podria lograr a través de la aplicacion de biotecno-
logias reproductivas como la inseminacién artificial (IA) y la sincronizacién de la
ovulacién y de la IA a tiempo fijo (IATF), siendo esto un logro que apenas comienza a
scr visible.

La poblacién bufalina mundial es mayor a 170 millones de cabezas, pero existe
poco desarrollo y actividad ligada a la criopreservacion seminal e IA en comparacion
con los bovinos, siendo una de las razones, el efecto deletéreo que tiene el proceso de
criopreservacion seminal sobre los espermatozoides de bufalos (Vale, 2011). Se ha es-
tado investigando en funcién del desarrollo de un diluyente para bifalos con el cual se
pueda obtener mejores resultados en el proceso de criopreservacion seminal, sin em-
bargo, la experiencia de los autores del presente trabajo al criopreservar el semen bu-
falino utilizando diluyentes para congelar semen de toro ha sido satisfactoria (Oso-
rio-Meléndez, 2013).

La seleccion de bifalos “buenos congeladores de su material seminal” se logra
escogiendo animales potencialmente aptos para la criopreservacién seminal, deriva-
dos de los resultados obtenidos luego de realizar un espermiograma completo e inte-
grado a una evaluacion fisica previa del animal. Para lograr este objetivo se requiere
conocimientos de indicadores fisioldgicos, relacionados principalmente con el apara-
to genital (dimensiones y morfologia) y la circunferencia escrotal (CE, butoro adulto:
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30-35 cm) que son esenciales para la determinacién del estado reproductivo (Vale ez
al., 2001); ademas, la CE se ha asociado con las mejores caracteristicas fisicas y morfo-
l6gicas del semen (Quirino, 2002).

El espermiograma debe tener en cuenta al menos cuatro pardmetros basicos:
viabilidad, morfologia, niimero de espermatozoides con motilidad progresiva y la in-
tegridad morfoldgica y funcional de la membrana plasmatica. Una vez seleccionado el
biifalo con parimetros 6ptimos se procede a criopreservar el semen y a repetir la eva-
luacién post descongelacién de la pajuela. En toros, los parametros mencionados y es-
tudiados in vitro han mostrado una correlacion confiable y repetible con la fertilidad
medida en el campo, siendo este uno de los principales desafios trazados para la espe-
cie bufalina (Gillan et al., 2008).

VALOBACI()N DE POTENCIAL REPRODUCTIVO Y CALIDAD ES-
PERMATICA

Para considerar un butoro apto como reproductor, debe cumplir tres requisitos
bésicos: buena libido, buen estado clinico y buena calidad espermirtica que propicie
su potencial reproductivo. El semen del biifalo puede presentar problemas asociados
con los factores climaticos o estacionales, como consecuencia a la susceptibilidad del
epitelio seminifero al aumento de la temperatura ambiental (Vale, 1994; 1997; 2011).

El mejor horario para la recoleccién del semen bufalino es en el inicio del dia
(adn oscuro) o al final del atardecer, puesto que esta especie presenta un comporta-
miento sexual nocturno. Para la recoleccién se debe usar la vagina artificial no lubri-
cada, a una temperatura entre 44-45°C (Vale, 2011). También se debe tomar en cuenta
que los espermatozoides son muy sensibles a las variaciones de temperatura, por lo
que es recomendable controlar las variaciones térmicas del material y soluciones a
utilizar, manteniéndolo a una temperatura constante, alrededor de los 37°C. Al reali-
zar la evaluacién seminal, es importante considerar la edad, raza, estado nutricional,
condicién corporal, actividad sexual, método de coleccién, época y estado de salud del
animal. Cabe mencionar que la utilizacién de montas falsas con desvio del pene, son
recomendadas para mejorar la concentracién y la calidad del eyaculado. Como resul-
tado del anilisis seminal podemos calificar a la muestra como apta o no apta para su
uso en la IA (Vale, 1994; 1997; 2011). Entre las diversas pruebas disponibles se hara
énfasis en las siguientes:

Volumen y color del eyaculado

Una vez colectado el semen se mide su volumen directamente en el tubo colec-
tor graduado, similar al que se usa para cuantificar el semen de toro. Existen muchas
variaciones del volumen seminal de un bifalo, el cual varia dependiendo de la edad y
laraza principalmente; la edad es més determinante, encontrando el mayor volumen
del eyaculado entre los 4 y 12 afios de edad (Pant et al., 2003). Almaguer (2007), plan-
tea que al momento de la pubertad el volumen es alrededor de 1 mL y se incrementa
hasta 3 mL después de la madurez sexual. Koonjaenak & Rodriguez-Martinez (2007)
encontraron un volumen entre 3y 4 mL en la raza Nili-Ravi, no obstante, Osorio-Me-
léndez (2013) reporta en la raza Murrah voliimenes que oscilan entre 2 y S mL en
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muestras de semen extraidas mediante vagina artificial, luego de hacer 2 recoleccio-
nes con intervalo de 30 min.

En referencia al color, este debe oscilar entre el blanco lechoso y el blanco cre-
moso, siendo importante enfrentar por pocos segundos a la luz natural o artificial, el
tubo colector con el semen. El color y la densidad de la muestra estd relacionada direc-
tamente con la concentracién espermatica (Vale, 2011).

Concentracion espermatica

La concentracion mide el nimero de espermatozoides por unidad de volumen,
es decir, por mL de semen, la cual ha sido correlacionada de forma positiva con la fer-
tilidad del animal. De la misma manera, la presencia de un mayor nimero de esper-
matozoides con atributos normales en un eyaculado incrementa la posibilidad de fe-
cundacién (Pant et al., 2003; Vale, 2011). La concentracién espermatica es una de las
pruebas de andlisis seminal mds importante, mostrando una amplia gama de varia-
cién que va desde los 600% 106 hasta 1200 10° mm? para los bifalos. Este parametro
es muy sensible a las irregularidades estacidénales, nutricionales y de manejo, asi como
también se encuentra correlacionado con el aspecto genético (Vale, 1994; 1997), lo
cual se evidencia en la raza Murrah, en la que se describen valores medios superiores a
los 1200x10¢ (Osorio-Meléndez, 2013). Es importante considerar la edad, ya que se ha
sefialado una menor concentracién espermatica en sementales bufalinos mayores que
en los mds jévenes, lo cual podria ser debido a la senilidad, la cual podria considerarse
como un factor determinante (Javed et al., 2000).

Motilidad Masal (MM) espermatica

S6lo se valora en semen recién colectado e indica la concentracién y viabilidad
de las células espermaticas. Segiin la calidad del movimiento (Cuadro 1) se propone
una escala de valoracion que oscila entre el 1 y 5, aunque hay otras escalas muy pareci-
das (0-4/0-5). En bidfalos destinados a la IA se procesan solo las muestras con MM
igual o superior a 3 (Osorio-Meléndez, 2013).

Cuadro 1
Clasificacion de la Motilidad Masal de los espermatozoides de Bifalo
Clasificaciéon Escala Caracteristicas de la Motilidad Masal
Pobre i Ausencia de ondas
Regular 2 Se observan pocas ondas y de movimiento lento
Bueno 3 Presencia de ondas con movimiento moderado
Muy bueno 4 Presencia de varias ondas rdpidas con oscurecimiento del campo
Excelente 5 Presencia de muchas ondas muy juntas y en varias direcciones, con oscureci-

miento intenso del campo

Modificacion realizada tomando de referencia la escala de Vale (1994, 1997).
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Motilidad individual (MI) progresiva del espermatozoide

Su valoracién esta basada en la observacidon del movimiento individual de los
espermatozoides con el fin de determinar el porcentaje de células méviles en el eyacu-
lado. En el Cuadro 2, se propone una clasificacién de la MI progresiva tanto para se-
men fresco como descongelado. Para animales destinados a la IA es conveniente que
este valor sea igual o esté por encima del 70% y para semen criopreservado del 40%
(Osorio-Meléndez, 2013).

Cuadro 2
Escala para la evaluacion microscépica de la motilidad individual progresiva
aplicada para el semen recién colectado y criopreservado de bifalo

Motilidad (%) Evaluacion seminal en bifalos
Semen recién colectado Semen descongelado
80-100 Muy buena
Muy buena

60-80 Buena

40-60 Media Buena

20-40 Pobre Pobre

0-20 Mala Mala

Modificacion realizada tomando de referencia la escala de Vale (1994, 1997).

En las Gltimas dos décadas se ha venido utilizando el Sistema Computarizado de
Analisis Seminal (CASA) para valorar la MI en el semen de muchos mamiferos; sin
embargo, en biifalos, los estudios son escasos. En Venezuela solo se reporta un estu-
dio, el cual fue hecho con semen criopreservado, obteniendo buenos resultados (Oso-
rio-Meléndez, 2013). La investigacion reporta valores de MI (progresivos + no pro-
gresivos) superior al 60% con MI (lineal + progresiva) del 30,5% y porcentaje de rapi-
dos del 32,6%. Estos valores son similares a los obtenidos por Shiva et al., (2010), el
cual reporta una MI progresiva de 31,67%, no obstante, estas cifras superan el valor re-
portado por Sohail et al., (2013), en donde el porcentaje de MI fue del 20,86%.

Vitalidad espermatica

La vitalidad espermitica es un parametro que permite valorar la integridad es-
tructural de la membrana plasmatica al evaluar la capacidad que tiene un espermato-
zoide de excluir sustancias extracelulares como tintas o fluorocromos, presumiendo
que, solamente los espermatozoides que excluyen la tincién son los que tienen la
membrana intacta, y por ende, son capaces de transportarse, capacitarse y de fecun-
dar, siempre y cuando a su vez, tenga una integridad funcional intacta (Vale, 2011).
Una de las tinciones cominmente usadas para valorar este parimetro en semen de bi-
falo es la Eosina-Nigrosina (Osorio-Meléndez, 2013; Singh et al., 2013). La vitalidad
ideal en semen recién colectado debe ser superior al 70%; por esa razon, un eyaculado
de bifalo que presenta mas de 30% de espermatozoides muertos, dificilmente servira
para ser procesado y congelado (Vale, 2011). En Venezuela, experimentando con se-
men criopreservado de butoros de raza Murrah la vitalidad medida con Eosina-nigro-
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sina fue excelente (70,6%), con valores similares a los referenciados para semen fresco
(Osorio-Meléndez, 2013). En otras latitudes, bajo condiciones similares se han obte-
nido valores de 63,7% (Singh eral., 2013)y 71% (Khan & Ijaz, 2008). En funcion de es-
tos trabajos se propone que la vitalidad éptima para semen descongelado podria ser
igual o superior al 50% y para semen fresco podria superar el 70%. Como investigado-
res tenemos el desafio de proponer nuevos protocolos de tincién, que han sido utiliza-
dos en otras especies con resultados promisorios.

Morfologia espermatica e integridad del acrosoma

En el semen de otros mamiferos, especialmente en toros, las pruebas més utili-
zadas para valorar la morfologia espermdtica son las coloraciones sencillas, tales como
eosina-nigrosina, giemsa o la combinacién de estas tres (Quintero-Moreno, 2003). Se
debe tener un minimo de 70% de espermatozoides normales para que su eyaculado sea
considerado satisfactorio (Vale, 2011). En Venezuela, las anormalidades morfoldgicas
reportadas para bufalos de raza Murrah son de 32,4 (Osorio-Meléndez, 2013), siendo
un valor ligeramente elevado. Saeed ez al. (1990) mencionan que en bufalos la mayoria
de las anomalias se encuentran en la cabeza de los espermatozoides (5,78%), mientras
que las anomalias en la pieza intermedia son inferiores al 1% y las colas anormales os-
cilan entre 3,92 y 5,7. La aparicién de gota citoplasmatica no es comun e inferior al
1%. Avalando estos resultados, Koonjaenak & Rodriguez-Martinez (2007) utilizando
un microscopio con contraste de fase, observaron que en el semen de btifalo, las anor-
malidades espermaticas estdn por debajo del 15%, encontrandose que las mas comu-
nes se encuentran en la cabeza, predominando aquellas con forma de pera, seguida de
acrosomas con perilla, gota citoplasmatica proximal, colas simples y dobladas.

La morfometria de la cabeza espermatica se puede apreciar mediante analisis
computarizado realizando previa tincién con protocolos sencillos (Hemacolor, Diff
Quick® o Blue Stain) captando imdgenes, grabindolas en video, siendo digitalizadas
y archivando en soporte magnético para su posterior andlisis morfométrico (Van Der
Horst & Maree, 2009; Osorio-Meléndez, 2013). La longitud (8,08 xm), ancho (4,29
nm), area (29,22 um?) y perimetro (22,25 um) de la cabeza del espermatozoide fueron
descritas hace muy poco (Osorio-Meléndez, 2013). En estudios realizados en toros se
ha comparado la variacién en el tamafio de las cabezas de los espermatozoides entre el
semen fresco y criopreservado de un mismo eyaculado, comprob4ndose que en el se-
men congelado las cabezas fueron significativamente méas pequeiias (Rubio-Guillen et
al., 2007). Debido a este hecho, el andlisis de la valoracion de la morfometria esperma-
tica en semen de bufalo recién colectado vs descongelado representa un desafio im-
portante para demostrar que este hecho se repite en esta especie. Del mismo modo, se
podria determinar la presencia de subpoblaciones espermadricas, basdndose en el estu-
dio realizado previamente con semen de bovino (Rubio-Guillen, 2007).

La integridad del acrosoma del espermatozoide de bafalo se puede evaluar con
miltiples tinciones propuestas para tal fin por la comunidad cientifica internacional
para espermatozoides de mamiferos, la gran mayoria muy laboriosas. En nuestro caso
utilizamos la novedosa tincién BlueStain® (Van der Horst & Maree, 2009) o en su de-
fecto Eosina-nigrosina (Osorio et al.,2011). Esta tiltima se utiliza rutinariamente para
cuantificar la vitalidad espermatica, sin embargo, nuestra experiencia ha sido satisfac-
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toria en la valoracién de la integridad del acrosoma en toros (Rubio-Guillén et al.,
2007) y en bufalos, donde se estableci6 una correlacién con BlueStain® (datos no pu-
blicados). El valor referencial para la especie es inferior al 10% para semen recién co-
lectado (Vale, 1994, 1997), mientras que para el semen criopreservado todavia no se ha
establecido un valor patrén; no obstante, se podria extrapolar el valor referido en to-
ros (<30) (Catena & Cabodevila, 1999). La experiencia de Osorio-Meléndez (2013) en
semen descongelado arroja valores que estan en el orden del 12%.

Fragmentaciéon del ADN

Lafragmentacién del ADN espermatico, tal y como indica su nombre, se refiere
a roturas o lesiones en el material genético del espermatozoide. A mayor niimero de
lesiones, menor serd la integridad del material genérico y las probabilidades de que se
produzca una gestacién a término. Estas técnicas se han empleado muy poco para va-
lorar el semen de bufalo y hasta ahora son pocas las investigaciones realizadas sobre el
tema (Badr et al,, 2010; Osorioet al., 2011; Pawar & Kaul, 2011). En el trabajo de Badr
et al. (2010) en semen criopreservado los valores porcentuales observados fueron muy
favorables (1,83-3,16). En Venezuela, Osorio et al. (2011) utilizando la tincién de Azul
de Toluidina en semen fresco de biifalo, los valores fueron mas elevados (7,52%). La
tincién de Azul de toluidina es una buena alternativa para valorar este pardmetro, ya
que es econdmica y tiene buenos antecedentes en investigaciones con semen humano
donde la han comparado con la prueba de Dispersion de la Cromatina Espermatica
(SCD) obteniéndose una excelente correlacion. Pawar & Kaul (2011) utilizando SCD
en semen de bufalo reportaron resultados promisorios al describir una asociacién im-
portante de esta técnica con la viabilidad (0,687, P <0,05) y con la fragmentacién del
ADN cuantificada mediante la tincién de Naranja de Acridina (0,87, P<0,05). Es vis-
ta de los hallazgos obtenidos por estos investigadores, se concluye que valores de
Fragmentacion del ADN espermatico inferior al 8% no comprometen el potencial re-
productivo del bufalo.

Valoracion de la integridad funcional de la membrana plasmatica mediante
la prueba de Endosmosis (HOST)

El HOST es una prueba sencilla, practica y confiable que se puede implemen-
tar para determinar la integridad funcional de la membrana espermatica, asi como
para predecir el potencial reproductivo de muestras seminales de bufalos que serdn
utilizadas para la inseminacién artificial (Quintero-Moreno et al., 2013). La res-
puesta a esta prueba para semen recién colectado esta en el orden del 70% y 50% para
semen criopreservado. En semen descongelado el HOST presenta una correlacién
significativa con el porcentaje de espermios rapidos (0,58; P <0,001) y el porcentaje
de espermios vivos al la descongelacion (0,49; P<0,05) (Quintero-Moreno et al,
2013). En otras zonas geograficas del mundo, los hallazgos obtenidos por investiga-
dores acreditados (Khan & Ijaz; 2008; Ijazet al., 2009; Sohail et al., 2013) son simila-
res a las investigaciones realizadas en Venezuela. Es prudente afirmar que esta prue-
ba es una herramienta ttil y econdémica que permite seleccionar los reproductores
mds aptos para el proceso de criopreservacion seminal, ya que muestras seminales
con buen porcentaje de espermios rapidos y bajo porcentaje de espermios estaticos a



762 | Carla Osorio-Meléndez & Armando Quintero-Moreno

la descongelacién estin altamente asociadas a una respuesta favorable al HOST
(Quintero-Moreno et al., 2013).

Una proposicién final

Nuestro compromiso de continuar esta linea de investigacién esta claro, ya que
es necesario generar nuevos resultados y desafios para alcanzar las mejores opciones
en relacién con el uso 6ptimo del semen, su valoracién y su conservacién, adoptando
tecnologias de avanzada. En esta oportunidad queremos proponer algunos valores de
referencia (Cuadro 3) para que sirvan de patrén en la valoracién de la calidad seminal
en bufalos.

Cuadro 3
Caracteristicas del eyaculado del semental bufalino
Parimetro Valor de referencia

Color Blanco, blanco-lechoso, con estrias oscuras-azules
Volumen (mL) 2-5(3)
Motilidad Masal (Escala: 1-5) =23
Motilidad individual (%) =70 (semen fresco)/ =40 (semen descongelado)
Concentracién (X 109) 600 a 1200
Vitalidad (%) 2 70 (semen fresco)/ 250 (semen descongelado)
Anormalidades Morfolégicas (%) <30/ ideal =15
Acrosomas dafiados (%) <10 (semen fresco)/ <30 (semen descongelado)
Fragmentacion del ADN <8 ‘
Integridad funcional de la membrana plasmdtica <70 (semen fresco)/ =50 (semen descongelado)
(HOST, %)
CONCLUSIONES

Se puede resumir que a partir de la Gltima década y debido al crecimiento pro-
gresivo de las explotaciones dedicadas al biifalo, se ha incrementado el uso de biotec-
nologias reproductivas que incluyen el control de la calidad espermaitica e interés por
la criopreservacion seminal con fines comerciales para implementar la IA como he-
rramienta de mejoramiento genético masivo. Estos logros derivan en la implementa-
ci6én de un control reproductivo 6ptimo del semental que, incluyen aspectos de valo-
racion del semen mediante técnicas modernas y precisas. Esto nos compromete a pro-
piciar programas de investigacién que generen nuevos resultados y desafios. A corto
plazo es importante establecer programas de IA e instaurar protocolos de manejo efi-
ciente de los butoros para la extraccién seminal mediante vagina artificial. Los logros
obtenidos en los trabajos de investigacién realizados por los autores del presente tra-
bajo les ha permitido proponer algunos valores para que sean utilizados como referen-
cia en la evaluacién de la calidad seminal en bufalos.
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