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Introduccion

La obtencion de material seminal bovino se ha utilizado en programas de mejoramiento,
con el fin de criopreservar los espermatozoides de animales de alto mérito genético vy

formar bancos de germoplasma para la preservacion de razas criollas.

La presente cartilla tiene como objetivo principal
dar una guia de manejo del material seminal
bovino desde su colecta y envio hasta su llegada al

laboratorio, dado que este manejo puede afectar su

viabilidad y la emisién de un concepto favorable que

permita su criopreservacion.

Las pajillas criopreservadas |
pueden ser utilizadas en
procesos de inseminacion

artificial o fertilizacion in vitro.



Las biotecnologias reproductivas son una herramienta de gran
importancia en los hatos ganaderos ya que permiten acelerar las
ganancias genéticas, mejorar las eficiencias productivas, tener
un mayor control del estatus sanitario y manipular los ciclos de
produccidn para maximizar los parametros de desempeno. De
forma particular, lainseminacién artificial (1a) yla criopreservacion
de espermatozoides representan los avances tecnoldgicos que
mayor impacto han tenido sobre la industria de mejoramiento
genético en bovinos. La implementacion de estas biotecnologias
ha hecho posible la diseminacion de material reproductivo de
animales seleccionados alrededor del mundo, ya que permite
escoger solo los mejores reproductores como parentales de la
siguiente generacidn, lo que resulta en la obtencién de un gran

ndmero de crias por toro.

La inseminacion artificial (figura 1a) originalmente fue desarro-
llada por razones sanitarias; sin embargo, una vez las técnicas
de criopreservacion estuvieron disponibles, sus ventajas economi-
cas se hicieron evidentes por sus mejoras en la fertilidad y por la
aceleracién del progreso genético. En la actualidad, con la produc-
cion in vitro de embriones (PivE), la posibilidad de reducir el nimero
de espermatozoides por dosis durante la fertilizacion in vitro (Fiv)
(figura 1b) sin comprometer la tasa de fertilidad, es un factor que
permite aumentar el nimero de concepciones v crias obtenidas a

partir de toros y vacas genéticamente superiores.
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Figura 1. Usos del semen bovino criopreservado. a. Proceso de inseminacion artificial en una vaca;

b. Fertilizacion in vitro de oocitos bovinos.
Fuente: Elaboracién propia

Para alcanzar altas tasas de fertilidad con las pajillas criopreservadas, se
requiere un estricto manejo desde la colecta del semen y envio, asi como

durante los procesos en campo en la 1A o los de laboratorio en |a Fiv.

Lo anterior incluye la coleccién del material seminal por unidades de colecta
certificadas ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ica), y la posterior
evaluacion y procesamiento de las muestras en centrales o laboratorios
certificados ante el ica que cuenten con equipos, herramientas, técnicas y

personal entrenado para obtener un producto final de calidad.

Introduccidén




Por lo tanto, es necesario tener un conocimiento

adecuado del manejo de la muestra seminal,
desde el momento de la colecta y envio hasta

que llega al laboratorio para su procesamiento.
Posteriormente, cuando el material seminal ha sido
congelado, es crucial realizar un éptimo manejo
del termo criogénico que contiene las pajillas,

hasta su utilizacion en programas de 14 0 FIv.

10
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Proceso de produccion
de pajillas criopreservadas

El proceso inicia con la colecta del material seminal de un toro donante y la
posterior evaluacion macro y microscépica de la calidad espermatica. Una
vez aceptadas las muestras de acuerdo con las caracteristicas espermaticas
observadas, se procede a realizar las diluciones necesarias del material
seminal para llegar a la concentracidon deseada. Después de esto, el material
es empacado en pajillas previamente marcadas. Las pajillas se sellan vy
quedan listas para ser sometidas a la ultima fase de la curva de congelacion,

a fin de que sean criopreservadas y almacenadas en un termo criogénico.

La figura 2 muestra los diferentes pasos que se deben desarrollar con equipos

especializados para lograr la criopreservacion del material seminal bovino.

El proceso inicia con la colecta del semen

(figura 2a) y termina con su almacenaje

en un termo criogénico (figura 2f).

11
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Espectrofotémetro, equipo que mide la concentracién
del eyaculado, y sistema computarizado de andlisis
espermatico (casa), el cual determina la cinética

del eyaculado.

Colecta del material seminal bovino
con vagina artificial

Congeladora con curva de congelacién
preprogramada para la criopreservacion
de pajillas de semen.

-

Inmersién de las pajillas en nitrdgeno liquido T aénico. dond |
para su criopreservacion. ermo criogénico, donde se almacenan

las pajillas criopreservadas.

Figura 2. Pasos del proceso de produccion de pajillas de semen bovino criopreservadas.
Fuente: Elaboracién propia

Fotos: Bancos de fotos de la Corporacién Colombiana de Investigaciéon Agropecuaria - AGROSAVIA
y David Leonardo Gémez Lépez
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La tecnologia de la criopreservacion

La criopreservacion de espermatozoides implica un
descenso secuencial de la temperatura desde
que la muestra es colectada a 32-34 °C
hasta que se sumerge en nitrogeno liquido
y alcanzalos -195,8 °C —temperatura de
criopreservacion (figura 3)—. Esto tiene
el objetivo de prolongar la longevidad de
la célula espermatica por disminucion de
su tasa metabdlica y por la consecuente
reduccion de la utilizacion de substratos
y produccidn de toxinas. Cabe resaltar que la
detencion completa de los procesos metabdlicos se

alcanza a los -130 °C.

\

Figura 3. Material seminal criopreservado en termo de nitrégeno liquido.
Foto: David Leonardo Gémez Lépez
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El enfriamiento rapido (de 30 a 0 °C), que ocurre desde la toma de la muestra
seminal del toro hasta su procesamiento inicial en el laboratorio, resulta en
danos espermaticos por choque térmico, con efectos perjudiciales sobre
el citoesqueleto y las estructuras asociadas al genoma, y afectacion de la

permeabilidad de la membrana del citoplasma, la mitocondria y el acrosoma.

Cuando latemperatura desciende por debajo de los -5 °C, se forman cristales
de hielo en el liquido extracelular. En este punto, la tasa de enfriamiento
debe ser lenta para permitir cierta deshidratacion, ya que una congelacion
muy rapida del liquido intracelular forma grandes cristales. Sin embargo, no
debe ser demasiado lenta dado que esto lleva a una condicion hiperosmética
por deshidratacion severa, lo cual puede causar desnaturalizacién de macro-
moléculas, encogimiento excesivo y un irreversible colapso de la membrana
celular. Ademas, el descenso de la temperatura tiene un efecto negativo
sobre el espermatozoide a nivel ultraestructural, bioquimico y funcional.
Las tecnologias de criopreservacidon disminuyen estos efectos negativos y

permiten conservar espermatozoides viables a muy bajas temperaturas.

ilmportante!

Lo anterior senala la importancia de utilizar
diluyentes de semen para realizar el envio de
la muestra colectada en campo y continuar con

el proceso de criopreservacion después de su

llegada al laboratorio.

14
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Diluyente de semen para procesos
de criopreservacion

Los diluyentes de semen son necesarios en el proceso de criopreservacién para
proveer nutrientes y fuentes de energia, prevenir el crecimiento bacteriano,
proteger los espermatozoides de los dafios inducidos por choque térmico,
asegurar una apropiada presion osmdtica y concentracion de electrolitos, y
para que actien como bufer contra cambios perjudiciales del pH. Es gracias a
estos diluyentes y a la aplicacidon de una curva lenta y controlada de frio, que

se maximiza la supervivencia y viabilidad del espermatozoide.

ilmportante!

En el mercado existen varios tipos de diluyentes caracterizados por tener
entre sus componentes proteina de origen animal (yema de huevo o leche
descremada) como fuente de energia. Sin embargo, también existen los
diluyentes sintéticos, libres de proteinas de origen animal. La preparacion
de cada diluyente varia segun la casa comercial, y se deben tener en cuenta

sus recomendaciones especificas para la congelacién.

Los diluyentes son, de esta manera, utilizados desde la misma obtencidn del material
seminal en campo, con el fin de conservar la viabilidad de los espermatozoides hasta

su llegada al laboratorio.

Una vez recibida la muestra seminal en el laboratorio a temperatura de refrigeracion de
2-8 °C, se procede a realizar evaluaciones macro y microscopicas para evaluar su calidad
de llegada. Cuando las muestras son aceptadas por parte del personal del laboratorio de

acuerdo con las caracteristicas observadas, se procede a las siguientes acciones:

15
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1. Seguir agregando diluyente hasta completar la concentracion deseada
por pajilla, y/o
2. llenar y sellar las pajillas (figura 2c) para continuar con la curva de frio

utilizando la congeladora de semen (figura 2d).

El Laboratorio de Reproduccién Animal (Lra) de la Corporacién Colombiana de
Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA cuenta con los equipos, el personal y el
conocimiento necesarios para realizar estas curvas de enfriamiento de forma
controlada y automatizada (figura 4), y con un sistema computarizado de
analisis espermatico (casa) (figura 2b), que brinda robustez en los protocolos

de trabajo y en la calidad del producto final criopreservado.

i

Figura 4. Equipo de congelacién de semen automatizado
del Laboratorio de Reproduccién Animal (LRA).
Foto: David Leonardo Gémez Lépez
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La presente cartilla esta dirigida a productores
ganaderos, profesionales y técnicos pecuarios
que acceden a los servicios de produccion de
pajillas de semen bovino. La cartilla describe
de forma detallada conceptos, condiciones y
criterios para tener en cuenta, con el propdsito
de dar un manejo adecuado a la muestra
seminal colectada de toros donantes que es

enviada al laboratorio para su evaluacion,

procesamiento y congelacion.

17

Introduccién w






Condiciones generales

Antes de la colecta del material seminal, se deben

tener en cuenta los siguientes aspectos:

Examen de mérito
reproductivo

Los toros seleccionados como donantes de material seminal
deben someterse a unexamen clinicocompleto realizado porun
meédico veterinario, que incluya el tracto reproductivo externo e
interno, para detectar posibles problemas en su conformacion
fisica. Este examen debe incluir la medicidon de la circunferencia
escrotal (también llamada “circunferencia testicular”), asi como
una evaluacion de la motilidad vy la morfologia espermaticas
(figura 5).



Figura 5. a. Toros seleccionados como donadores de material genético; b. Medicidn de la circunferencia
escrotal como parte de la evaluacion del mérito reproductivo.
Foto: David Leonardo Gémez Ldpez
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Control de enfermedades

Es importante tener en cuenta las enfermedades de la tabla 1, cuyo control
sanitario es exigido por la Resolucién ICA 00001577 de 2022 (o la que esté
vigente), que establece los requisitos sanitarios y de bioseguridad para emitir
registros de centrales de recoleccién y procesamiento de material genético

en especies de interés zootécnico.

Tabla 1. Enfermedades reproductivas cuyo control sanitario es exigido por el ica para
colecta de bovinos donantes

N.° Enfermedad reproductiva

1 Fiebre aftosa

Brucelosis*

Tuberculosis*

Diarrea viral bovina (pvB)

Rinotraqueitis infecciosa bovina (iBR)

Leptospirosis

N | oo | bW N

Tricomonosis

8 Campilobacteriosis

* Exento con certificado vigente de hato libre.

Fuente: Elaboracién propia
Por tanto, se debe contar con diagndsticos negativos de un laboratorio oficial
del ica o de un laboratorio particular registrado ante esta institucidon. Sin
embargo, cuando los toros donadores proceden de un hato libre de tuberculosis

y brucelosis, quedan exentos de realizar dichas pruebas.

Los profesionales encargados de realizar
estas evaluaciones en campo deben consultar
la reglamentacidn vigente al momento de

preparar un toro para la colecta.

Condiciones generales







Recomendaciones para el proceso

de colecta de la muestra seminal

Antes de colectar el material seminal, se deben tener en cuenta los siguientes aspectos,

importantes para este proceso: 1) la higiene, que permite disminuir las posibilidades

de contaminacion, y 2) el estimulo del semental, el cual consiste en una preparacion

sexual que busca aumentar el nimero de células espermaticas del eyaculado.

Higiene

El toro donante debe someterse a una serie de procesos
de limpieza y desinfeccion para obtener una muestra
de semen de excelente calidad higiénica. La region
ventroabdominal situada alrededor del prepucio se debe
lavar y desinfectar con abundante agua y jabdn; ademas,
es importante estimular la miccion para eliminar la mayor
cantidad de detritos de la porcidn distal de la uretra y de

la mucosa del prepucio.

Estimulo del semental

ilmportante!

Es necesario realizar un
proceso de lavado interno

del prepucio con una infusion
de solucidn salina fisioldgica
estéril, para disminuir las
posibilidades de contaminacidn

durante la colecta.

La preparacién y estimulacion sexual del toro antes de la colecta de semen

aumenta el nimero de células espermaticas, puesto que esta practica

incrementa su volumen y concentracion.



Resulta efectivo exponer inicialmente al toro a una vaca en celo para producir
una estimulacion visual y olfativa. Asimismo, es Util permitir falsas montas

varias veces o una excitacion intensa por algunos minutos con falsa cobertura.

Ademas, la estimulacidn visual y olfativa evalla el comportamiento sexual del
toro donador, en aspectos como su libido y su capacidad de servicio individual.
Igualmente, permite complementar al examen de mérito reproductivo
mediante la deteccidn de anomalias de tipo musculo-esquelético o del tracto
reproductivo (principalmente en el pene) que puedan limitar la monta y el
eyaculado. Estas evaluaciones deben realizarse con tiempo suficiente, desde

que el toro es expuesto a la hembra bovina inmovilizada en el puesto de monta.

ilmportante!

Entre los parametros importantes para registrar y tener
en cuenta en el toro donador evaluado, se encuentran el
olfateo, el reflejo de Flehmen, el topeteo, la miccidn, el

cortejo, la protrusion del pene, la monta y la eyaculacion.

Registro de informacion
de la muestra seminal

Toda la informacion de las muestras seminales colectadas referente a recepcidn, entrega de
resultados y disposicidn final es diligenciada en los diferentes formatos del sistema de gestion
de calidad de AGRrRosaviA, los cuales hacen parte del protocolo de colecta y congelacion de
semen (figura 6). Alli se relacionan los datos de la colecta en campo, asi como las evaluaciones
macro y microscopicas, las diluciones, el proceso de criopreservacion y el nimero de pajillas.

Con esto se asegura la integridad de las muestras y de los datos durante todo el proceso.

24
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Fecha de colecta (aaaa/mm/dd)

Fecha de llegada al LRA (aaaa/mm/dd)

*Laboratorio de Reproduccién Animal (uso exclusivo del LRA)

Hacienda Municipio

Propietario

Edad del donador

Especie Raza

Identificacién del animal donador - Registro

EXAMEN FiSICO GENERAL DEL SEMENTAL

Condicién corporal

Presenta alguna falla o anomalfa el semental*:

Circunferencia escrotal (cm):

*Especialmente en el sistema reproductor (pene; prepucio; vesiculas seminales; préstata; anillo inguinal) y sistema locomotor. Colocar “NINGUNA” si no presenta fallas o

anomalias.

Forma de colecta Vaginal artificial

Electroeyaculador

Otro ;Cudl?

ESPERMOGRAMA
Examen macroscépico en fresco Examen microscépico en fresco
Nuimero de eyaculado 1 2 3 Nuimero de eyaculado 1 2 3
Volumen eyaculado (mL) Motilidad masal (%)
Color Motilidad individual progresiva (%)
Aspecto Vigor espermético (1-5)
pH Concentracién espermética (x 10A6/mL)
Viabilidad espermatica (%)
DILUYENTE Morfologia espermatica normal (%)
Nombre del diluyente Prueba complementaria: ________
DILUCION DE LOS EYACULADOS MATERIAL SEMINAL RECIBIDO ‘ Horadellegada __________ _
Numero de eyaculado 1 2 3 Temperatura _______ ‘ 1 2
Dilucidn inicial (proporcién) Motilidad individual progresiva (%)
Diluyente inicial agregado (mL)
Diluyente final calculado (mL) DATOS PRECONGELACION
Diluyente final agregado (mL) Numero de eyaculado 1 2
Cantidad de pajillas estimad(?; Espermatozoides métiles (%)
Volumen final real (mL) Motilidad individual progresiva(%)

CONGELACION

Prueba de congelacién

Numero de eyaculado

1 2 3

Concentracién espermética por pajilla (x 10A6)

Espermatozoides métiles por pajilla (%)

Motilidad individual progresiva por pajilla (%)

Motilidad individual rdpida progresiva por pajilla (%)

Prueba complementaria:

Fecha de congelacién (aaaa/mm/dd)

Cantidad de pajillas criopreservadas (#)

Numero de lote

Termo (ubicacién)

Canister (ubicacién)

Observaciones:

TECNICO DE COLECTA RESPONSABLE:

‘ TECNICO DE LABORATORIO RESPONSABLE:

Figura 6. Formato para captura de informacion en campo vy laboratorio durante el proceso de colecta

y congelacién de semen bovino.
Fuente: Elaboracion propia

Recomendaciones para el proceso de colecta de la muestra seminal o r




Los profesionales y técnicos pecuarios pueden recolectar la informacion del
proceso de colecta y evaluacién seminal en campo. El registro de la informacion
lo pueden realizar en formatos propios que deben enviar al laboratorio junto

con la muestra colectada.
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Proceso de colecta y obtencion

de muestra seminal

Para la toma de muestra del material seminal se pueden emplear dos equipos
muy conocidos: i) vagina artificial (figura 7a) o ii) electroeyaculador (figura 7b).
La eleccion entre estos dos métodos depende de la evaluacion de varios
aspectos, como edad, temperamento y experiencia del toro donador, utilizacion
de vacas en celo, disponibilidad de los equipos e infraestructura, y nivel de

entrenamiento del personal que lleva a cabo la colecta.

Figura 7. Equipos para la toma de muestra del material seminal. a. Vagina artificial; b. Electroeyaculador.
Fotos: David Leonardo Gémez Ldépez



El método de colecta con vagina artificial permite al toro donador
realizar una simulacidon del apareamiento natural (figura 8) y es
utilizado en varias especies animales ya que requiere un equipa-

miento simple.

Figura 8. Colecta con vagina artificial.
Foto: Banco de fotos de AGRosAVIA

Se utiliza unavaca maniquipara que el toro donador experimente
un apareamiento natural. Al realizar la monta, el animal se
sostiene en sus miembros posteriores, y con los anteriores
abraza el tren posterior de la hembra para luego dirigir el pene
erecto hacia la abertura de la vagina artificial y de esta manera

llevar a cabo el proceso de eyaculacion.
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Este método permite obtener muestras seminales (figura 9) con una alta motilidad
y viabilidad espermatica. Adicionalmente, el toro donante experimenta estrés
minimo con la vagina artificial, lo que contribuye a su bienestar y hace que este

sea el método preferido por el LRA.

Por otra parte, el método de electroeyaculacién
permite realizar colectas de semen en un menor
tiempo y no requiere de hembras en celo ni pues-
tos de monta para su implementacion. Se utiliza
sobre todo cuando los animales para colecta son
poco déciles o cuando presentan algin problema
fisiolégico o anatdmico para realizar la monta
(por ejemplo, toros dificiles de acostumbrar a la
vagina artificial, que representan un riesgo para
el personal que los maneja por su temperamento

nervioso o que tienen baja libido).

El electroeyaculador cuenta con un transductor
que estimula las glandulas seminales por medio
de impulsos eléctricos provenientes de una fuente
de energia (figura 10a). La eyaculaciéon se da en
un proceso bifasico: primero ocurre la emision de
impulsos eléctricos de bajo voltaje y amperaje,

luego sigue la ereccidn peneana, y finalmente se

| produce la eyaculacion (figura 10b).

Figura 9. Muestra de eyaculado del semen
bovino tomada con vagina artificial.
Foto: Banco de fotos de AGROsAVIA
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Figura 10. Colecta con electroeyaculador. a. Sonda rectal; b. Cono de colecta con la muestra seminal.
Fotos: David Leonardo Gomez Lépez

Cuando se produce la estimulacion adecuada, esta viaja via nervio pudendo interno hacia los
centros lumbosacros de la columna vertebral; desde alli parte la respuesta via nervios simpaticos
lumbares, lo cual estimula la contraccion de la musculatura lisa (que recubre préstata, glandulas
vesiculares y conductos deferentes) y asegura la progresion de la masa espermatica hacia la
uretra pélvica. Asimismo, la respuesta nerviosa viaja via nervios parasimpaticos para provocar
la contraccién de la musculatura estriada del tracto uretral (musculo isquiocavernoso, bulbo

esponjoso y uretral), lo cual resulta en la ereccion del pene y finalmente en la eyaculacion.

La muestra obtenida siempre debe protegerse de la luz e inicialmente mantenerse a una

temperatura de 32 a 34 °C para luego continuar con su evaluacién macro y microscopica.

El procedimiento con el electroeyaculador debe llevarlo a

cabo solo personal con entrenamiento adecuado, siempre en

la forma mas apropiada y con la menor estimulacién eléctri-
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Evaluacion macro y microscopica

de la muestra seminal

Una vez obtenido el eyaculado, se recomienda tomar dos muestras de semen

puro homogeneizado (<0,5 mL) en viales de microcentrifuga debidamente

identificados para realizar los analisis microscépicos en fresco y en campo.

En caso de no contar con un densimetro o cdmara de Neubauer para medir la

concentracion espermatica una vez colectada la muestra en campo, uno de

los viales debe ser remitido al laboratorio con el fin de medir la concentracion

del eyaculado (figura 2b), mientras que el otro vial se puede utilizar para el

analisis de motilidad masal e individual del semen fresco en campo.

A continuacion, se detallan los criterios de aceptacion recomendados durante

la evaluacion macro y microscépica de muestras de semen fresco bovino.

Tabla 2. Evaluacién macroscdpica

Parametro de evaluacion

Criterio de aceptacién

Volumen >2 mL

Color Blanco o marfil

Aspecto Lechoso o cremoso

Olor Sui géneris (caracteristico)

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 3. Evaluacién microscépica

Parametro de evaluacién

Criterio de aceptacién

Motilidad masal (escala de 1 a 4)

>3

Motilidad individual

>60 %

Concentracién

>400 millones spz/mL

Morfologia (normalidad) >70 %
Viabilidad espermatica >70 %
Vigor (escalade 1 ab) >3

Fuente: Elaboracién propia
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Dilucion de la muestra seminal

Antes de colectar el material seminal, el diluyente
ilmportante!

debe estar preparado y ser llevado a temperatura

de 32 a34°C. Todas las diluciones que se

requieran deben hacerse a la

misma temperatura.

Inicialmente, después de obtenida la muestra,
se debe realizar una dilucion 1:1 (figura 11).
Transcurridos cinco minutos, dependiendo de
la concentracion espermatica del eyaculado
medida o estimada, se puede agregar una o
dos porciones mas del medio diluyente, de
tal forma que la dilucién final de envio sea de
1:2 o 1:3, es decir, una parte de semen por

dos o tres del medio diluyente.

ilmportante!

El recipiente de la muestra seminal J

diluida debe estar debidamente Figura 11. Dilucién de la muestra bovina de material

seminal con diluyente sintético en proporcién 1:1.

rotulado con la identificacion del toro Foto: David Leonardo Gémez Lépez

donador y numero del eyaculado.
Una vez marcado, se debe iniciar

con el descenso de temperatura.
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Enfriamiento de la muestra seminal diluida

Para realizar el descenso de la temperatura, se puede utilizar uno de los
siguientes elementos: i) una nevera en el compartimiento de refrigeracién o

i) una cava de icopor de transporte con bolsas de gel congeladas.

Se pone el recipiente con la muestra seminal diluida dentro de un vaso con
agua a la misma temperatura (32 a 34°C) y se guarda en el refrigerador
(figura 12a) o en la cava de icopor (figura 12b) tapada. Al cabo de una hora
y media, la temperatura debera descender al rango de refrigeracion, es decir,
de 2 a 8 °C. El recipiente debe mantenerse a esta temperatura por un tiempo

maximo de 16 horas, hasta su procesamiento en laboratorio.

Muestra seminal
diluida 1:3

Nevera en el compartimento

de refrigeracién Vaso con agua Gel refrigerante

atemperada

Control de temperatura
de inicio (32-34 °C)

o )
\ Muestra seminal
diluida 1:3

Vaso con agua

i
atemperada \,_

Temperatura de inicio de
enfriamiento 32-34 °C

Gel refrigerante Nevera de icopor

Figura 12. Ejemplo de recipientes para iniciar descenso de temperatura con la muestra seminal. a. Nevera
en el compartimiento de refrigeracion; b. Cava de icopor de transporte con geles refrigerantes.
Fotos: David Leonardo Gémez Ldpez
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Embalaje y envio

de la muestra seminal

Para realizar el envio se utiliza una nevera de icopor con bolsas
de gel refrigerante congeladas. Los recipientes que contienen
el semen diluido se envuelven en servilletas secas; de esta
manera se forma una capa protectora entre el recipiente con
el semen y el gel refrigerante y se evita un choque térmico
que pueda afectar la viabilidad del material seminal. Luego se
rellena |la cava de icopor con papel servilleta para evitar golpes
durante el transporte. Finalmente, la nevera se cubre con su
tapa vy se sella con cinta y vinipel (opcional) antes de enviarla al

laboratorio (figura 13).



(

Muestra seminal
diluida

mmmmd Gel refrigerante
—— RSN

e A Nevera de icopor

Figura 13. llustracion de embalaje para muestras de material seminal colectadas.
Fuente: Elaboracién propia
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La nevera de icopor debe rotularse (figura 14) con la informacion
del remitente y el destinatario. Este Ultimo corresponde al
Laboratorio de Reproduccion Animal de AGROSAVIA, cuya
direccion es el Centro de Investigacion Tibaitata, km 14 via

Bogota-Mosquera, Cundinamarca (figura 15).

DESTINO

Centro de Investigacién Tibaitatd, AGrosAviA
Km 14 via Bogota - Mosquera
Teléfono: 4227300 exts. 1485 - 1486

REMITENTE

Nombre:

|dentificacidn:

Teléfono:

Figura 14. Formato o rétulo para el envio de las muestras de material seminal.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 15. Panoramica del Laboratorio de Reproduccién Animal (LRA), ubicado en las instalaciones de
AGROSAVIA, Centro de Investigacion (cl) Tibaitata, municipio de Mosquera, Cundinamarca.
Foto: Rodrigo Rolando Rocha Sanabria
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Las recomendaciones que se detallan en la

presente cartilla deben repasarse en conjunto
con el personal del LRA, a fin de aclarar dudas,
confirmar fechas y temas logisticos de envio y

recepcion de las muestras.

Una vez embalado correctamente v listo, el

material seminal bovino se debe enviar por

la ruta mds directa y/o rapida al LRa del ci
Tibaitata.
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Criterios de aceptacion y rechazo del

material recibido en el Laboratorio
de Reproduccion Animal (LrRA)

Para continuar con el proceso de analisis microscépico vy
criopreservacion del material seminal, las muestras recibidas en

el LRa deben cumplir con los siguientes criterios de aceptacion:

e Una temperatura de llegada al laboratorio minima de 2 °C
y maxima de 8 °C.
e |legada maximo 16 horas después de tomado el primer eyaculado.
e Embaladas vy rotuladas adecuadamente en tubos de centrifuga
o bolsas sellables.
e |legada sin evidencia de contaminacion.

e |legada con el formato de colecta.

El principal criterio de aceptaciéon o rechazo de una muestra seminal bovina
para su criopreservacion durante el analisis microscdpico en el LrRa es la
motilidad espermatica individual progresiva. Otros parametros que pueden
ser decisivos segun disponibilidad y aplicacion del material seminal son

morfologia espermatica, vigor espermatico, vitalidad y fragmentacion del Abn.

ilmportante!

Estos criterios varian entre laboratorios de andrologia, centrales
genéticas y médicos veterinarios de campo, por lo cual, la decision

de congelar el material seminal cambia segun el caso.



De otra manera, se aplican los criterios que se explican a continuacion,
los cuales se basan en guias establecidas por sociedades y paneles de

teriogenologia y andrologia veterinaria a nivel mundial.

Criterios de aceptacion y/o rechazo durante
la evaluacion macroscopica

I.  Volumen: Es deseable un volumen de semen =2 mL por colecta (tabla 2).
No es criterio primario de rechazo, pero contribuye al examen general ante
una posible baja de calidad espermatica.

Il. Apariencia/aspecto: Es deseable que el material seminal sea lechoso
o cremoso (tabla 2). Un semen acuoso no es criterio primario de rechazo,
pero tiene alta probabilidad de baja concentracion espermatica. En caso de
detectar anormalidades en el liquido seminal (como fléculos o solidificaciones),
en conjunto con un color y un olor anormales (indicativos de procesos de
infeccién o contaminacion), la muestra debe ser rechazada.

lll. Color: Es deseable un color de semen blanco o marfil (tabla 2). Muestras de
colores oscuros, rojizos o amarillentos indican sangre, pus o contaminacion,
y deben ser rechazadas.

IV. Olor: El material seminal bovino tiene un olor sui géneris, semejante al del
cloro (tabla 2). Muestras con olor fuerte o putrefacto, junto con anormalidades
de aparienciay color (indicativas de procesos de infeccién o contaminacion),

deben rechazarse.
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Criterios de aceptacion y/o rechazo
durante la evaluacion microscopica

Tabla 4. Calificacidn descriptiva del movimiento

en masa

Escala Indicacién Observacién
Motilidad masal: Se evalda en una ) S Poco o nulo movimiento
escalade 1 a4 (tabla 4) e indica celular individual
movimiento de cardumen y su 2 Regular (1) rSr:c:\:iernn?:r::oo\s/isFi)SIZ)de
fortaleza. Este movimiento no debe células individuales
situarse por debajo de 3, es decir, se ? Bueno o] Remolinos lentos
acepta con una escala =3 (tabla 3). 4 Muy bueno (mb) 2‘:‘;,?;((’3“5”05 oscurosy

Fuente: Elaboracién propia

Los factores que influyen en el movimiento en masa de los espermatozoides son la
concentracion, el porcentaje de células con movimiento progresivo vy la velocidad/
vigor de los espermatozoides. Si uno o mas de estos factores se encuentran

comprometidos, el movimiento en masa se reduce.

Tabla 5. Evaluacidon descriptiva de la motilidad

Motilidad individual: Se evalta en individual progresiva

una escala porcentual (tabla 5) y Escala Indicacién
se trata de indicar el movimiento <40 % Pobre ()
individual de cada espermatozoide. 40-59 % Regular (r)
Lo aceptado es un porcentaje 60-79 % Bueno ()
>60 % (tabla 3). 80-100 % Muy bueno (vs)

Fuente: Elaboracién propia
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lll. Concentracion espermatica: Es la estimacion de cuantos
millones de espermatozoides tiene la muestra seminal
por mL. Entre mas cantidad de espermatozoides motiles
posea el eyaculado, se debe diluir mas la muestra y por
lo tanto se obtienen cientos de pajillas. Sin embargo, si la
muestra no tiene una concentracion adecuada, es decir,
si esta por debajo de 400 x 10%/mL, es posible que, al
anadir el diluyente, la muestra seminal se diluya tanto que
la concentracidn final de espermatozoides matiles por
pajilla sea menor de la dosis requerida, o que el nimero
de pajillas para criopreservar no justifigue el gasto de los

materiales utilizados para este proceso.

No obstante, este pardametro no es criterio primario de
rechazo, debido a que va ligado al volumen del eyacu-
lado, el cual puede compensar la baja concentracién de

espermatozoides y sobre todo los mdtiles.
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Proceso de criopreservacion

de la muestra seminal

ilmportante!

Es necesario entender que la curva de frio inicia cuando la muestra se
obtiene del toro donante, a una temperatura aproximada de 34 °C; por lo
tanto, se debe tener el diluyente en bano maria a la misma temperatura

para evitar un choque térmico.

Si se siguen las recomendaciones de embalaje explicadas anteriormente (figura 13), la
temperatura de las muestras seminales durante su transporte al laboratorio desciende
hasta alcanzar los 2-8 °C. Una vez recibidas, las muestras se mantienen a la misma
temperatura de refrigeracion para continuar con los analisis microscopicos (tabla 3).
Las muestras aceptadas se someten entonces al proceso de dilucidon, empaque y

sellado dentro de pajillas previamente marcadas con la informacion del toro donador.

Una vez el lote de pajillas esta listo para criopreservacion, el descenso secuencial de la
temperatura se realiza con equipos de congelacidon especializados que permiten reducir
la temperatura en cuestion de minutos, desde los 5 °C hasta los -158 °C (figura 2d). En
este punto, las pajillas estan listas para ser sumergidas en nitrdgeno liquido (figura 2e) y

conservarse en termos criogénicos a una temperatura de -195.8 °C (figura 2f).

A continuacién, se detalla el descenso secuencial de la temperatura de la muestra

seminal desde que es colectada hasta su criopreservacion (figura 16).
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Curva de descenso de temperatura desde
la colecta del material seminal hasta su
almacenamiento en termos criogénicos
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Figura 16. llustracion del descenso de temperatura del semen bovino desde la toma de la muestra hasta su criopreservacion.
Fuente: Elaboracién propia




Criterios de aceptacion o rechazo durante
la evaluacion de la prueba de las pajillas
posdescongelacion

Antes de llenar, sellar y congelar todo el lote de pajillas, se debe llevar a cabo
una prueba de criopreservacion y posdescongelacion con una o dos pajillas.
Estas uUltimas constituyen una muestra representativa del lote y se evaluan

de acuerdo con los siguientes criterios de aceptacion:

.  Motilidad espermatica individual progresiva (figura 17a): En etapa de
posdescongelacion, se esperan valores =30 %.

Il. Morfologia espermatica (figura 17b): Se esperan valores de normalidad
morfoldgica =70 %.

lll. Vitalidad espermatica (figura 17b): Se esperan valores de integridad de
membrana =30 %.

IV. Concentracidon espermatica por pajilla: Se esperan valores superiores a 35 x 10°
de espermatozoides por pajilla de 0,5 mL. Sin embargo, este parametro puede

variar si su valor es concertado previamente (figura 17a).

‘//

Figura 17. Calidad espermatica posdescongelacion.
a. Evaluacion de motilidad individual progresiva y concentracion espermatica;

b. Morfologia espermatica.
Foto: David Leonardo Gomez Lépez
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Si la concentracidon espermatica sigue siendo muy alta en

la prueba posdescongelacidn con respecto a lo concertado
o esperado, el profesional de laboratorio puede agregar
diluyente hasta llegar al valor deseado, siempre y cuando no

se afecten otros parametros de calidad.
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETERE

Una vez evaluados y aceptados estos criterios, se procede a llenar,
sellar y congelar todo el lote de pajillas. Estas se almacenan en termos

criogénicos con nitrogeno liquido vy se entregan al usuario del servicio.
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Luego de la criopreservacion de todo el lote, se puede llevar
a cabo una prueba aleatoria de las pajillas congeladas, a fin
de confirmar que los mismos parametros evaluados en la
prueba posdescongelacién se cumplen para todo el lote de

pajillas criopreservadas, tal como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Evaluacién microscépica del lote de posdescongelacion

Evaluacién microscépica

Pardmetro de evaluacién Criterio de aceptacién
Motilidad individual progresiva >30 %
Morfologia espermatica (normalidad) >70 %
Vitalidad espermatica >30 %
Concentracidn por pajilla >35 x 106 espermatozoides

Fuente: Elaboracién propia

ilmportante!

La fertilidad y viabilidad del semen criopreservado se
puede mantener por un tiempo indefinido, siempre y
cuando se conserve el material en termos criogénicos
y en todo momento las pajillas estén sumergidas en

nitrdgeno liquido.
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Conclusion

La produccién de pajillas de semen criopreservadas implica
una serie de pasos coordinados que van desde la obtencion
de la muestra seminal hasta el envio, dilucion, empajillado,
congelacion y almacenamiento. Si una de estas etapas no se
realiza de manera dptima, se compromete la fertilidad y/o no
habra produccion de pajillas criopreservadas. Por el contrario,
si todos los anteriores pasos se llevan a cabo de forma
adecuada, el material seminal congelado puede preservarse
por muchos anos, con garantia de viabilidad vy fertilidad para
futuros programas de inseminacion artificial o para procesos

de produccion de embriones in vitro.
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La producciéon de pajillas de semen bovino congelado inicia con la coleccién de
la muestra seminal del toro donador e incluye una serie de pasos coordinados
hasta lograr su conservacion en termos criogénicos. Esta cartilla ha sido disefiada
con el objetivo de brindar orientacidon a productores ganaderos, profesionales y
técnicos agropecuarios, sobre el adecuado manejo de las muestras seminales
bovinas recolectadas en campo y su transporte hasta la central de procesamiento.

Se incluyen instrucciones detalladas y graficos ilustrativos que explican el proceso
de envio de las muestras, asi como su posterior evaluacién y procesamiento en
el laboratorio de reproduccién animal de aGrosavia, donde se llevara a cabo la
criopreservacion. La finalidad es ofrecer conceptos y recomendaciones practicas
al asistente técnico para obtener un material seminal bovino criopreservado que
cumpla con los requisitos minimos para ser utilizado en futuros programas de

inseminacion artificial y produccién de embriones bovinos in vitro.
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