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Resumen
La evaluacién seminal de bufalos constituye en la actualidad una herramienta imprescindible para el desarrollc
de programas de mejora genética destinados a aumentar las producciones ganaderas. Esta revision pretende

ofrecer una vision de las caracteristicas del semen de bufalo de agua (Bubalus bubalis), en donde se muestran
los diversos indicadores de semen, y las diferentes pruebas especiales para evaluar el mismo.

Palabras clave: bufalo, evaluacién, indicadores, semen

Abstract

Buffalo seminal assessment is now an indispensable tool for the development of breeding programs aimed at
increasing livestock production. This review aims to provide an updated view of the semen characteristics of
water buffalo (Bubalus bubalis) showing the various indicators of semen, and various special tests to evaluate it.
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Introduccion

El bufalo de agua es nativo de Asia, la especie Bubalus
bubalis sp, incluye 19 razas, sin embargo, las cuatrc
razas mas conocidas mundialmente son Carabao, Medi-
terranea, Murrah y Jafarabadi. En los dltimos 10 afios, el
rebafio de bdfalos a nivel mundial ha presentado una tase
de crecimiento de 9,1 %, y la produccién de leche de este
especie aumento 70,6 % (FAO, 2006).

En este contexto, la inseminacion artificial (1A), es
indispensable para el mejoramiento de la especie. Le
evaluacion precisa de la fertilidad de bufalos destinados
a la inseminacién artificial (1A) es de suma importancic
porque una sola eyaculacion puede ser la dosis de varias
inseminaciones, que influirdn en el potencial reproducti-
vo de un rebafio (Baruselli y Carvalho, 2006).

En numerosas investigaciones se ha enfatizado en la
relacién que existe entre los parametros seminales tra-
dicionalmente empleados (motilidad progresiva, morfo-
logia espermatica e integridad acrosomica) y las pruebas
especiales in vitro basadas en las caracteristicas funcio-
nales que les permiten a los espermatozoides lograr Iz
fecundacion. La importancia de los resultados obtenidos
en estas pruebas y su relacion con la fertilidad se centra

en que toman en consideracion la capacidad del esper-
matozoide para realizar el proceso de capacitacion, la
reaccion acrosémica y el propio acto de la fecundacion.

Considerando que en la correcta realizacion de estos
procesos radica la capacidad fecundante de los esper-
matozoides, y que estas capacidades espermaticas nc
pueden ser estimadas por las variables seminales utili-
zadas tradicionalmente en los centros de inseminacior
artificial se hace necesaria la investigacion profunde
de estos fendmenos y la implementacion de nuevos
métodos predictores de la fertilidad del semental
bufalino (Andrabi, 2008).

El objetivo de esta revision es presentar resultados de in-
vestigaciones y conocimientos existentes en la literature
sobre las caracteristicas seminales del Bufalo de agua
con el fin de optimizar la aplicacion de las biotecnolo-
gias de la reproduccion en rebafios bufalinos destinados
a la produccion de leche y carne.

Actualmente, la poblacién bufalina mundial ronda los
170 millones de cabezas, siendo Asia el continente que
concentra la mayor cantidad de bdfalos (Tabla 1).
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Tabla 1. Produccion bufalina de diferentes regiones geograficasy pais

Pais Poblacion en millones (%)
Sur de Asia: India Pakistan 123 (72,3)
Sur Oeste de Asia: China 38 (22,2)
Africa y Europa: Egipto 4 (2,8)
América Latina y el Caribe 4 (2,8)
Brasil 3,5

Venezuela 0,140

Argentina 0,100

Colombia 0,80

Total poblacién mundial 170

Fuente: FAO, (2006)

Para considerar a un butoro apto reproductivamente,
asumiendo que es un animal clinicamente sano, debe
cumplir con tres requisitos basicos, como son: a) bueng
libido, b) buen estado clinico reproductivo y c) buene
calidad espermatica. La evaluacion del semen es ur
punto importante para la certificacion de la aptituc
reproductiva en un butoro.

Colecta de semen

El semen se puede colectar por medio de electro-
eyaculacion o vagina artificial y es obtenido en un tubc
graduado de 15 ml aproximadamente, ya sea plasticc
o de vidrio, para facilitar la medicion del volumen. Se
debe tener en cuenta de cubrir el tubo con un protector
para evitar que, tanto los rayos UV como los cambios
bruscos de temperatura afecten al semen (Nordin et al.,
1990).

Segun Alvarez (2003) y Koonjaenak y Rodriguez (2007),
la mejor manera de obtener las muestras de semen es
utilizando una vagina artificial con una temperature
entre 40° C y 42+°C. El macho bufalino es tal vez de las
especies domésticas mas facil de entrenar para tomai
semen, especialmente con vagina artificial y usualmente
el semental bufalino eyacula en la vagina en el primer
intento.

Sansone (2000), encontrdé que 2 eyaculados sucesivos,
cada 3-4 dias a partir de los 30 meses de edad produjeror
mayor volumen del eyaculado y produccién de esper-
matozoides. Al respecto Vale (2006), encontrd que ur
semental bufalino que ha agotado su reserva seminal
por excesivos servicios, necesita alrededor de ung
semana para reponerla. Cuando a los machos bufalinos
se les permite el servicio una o dos veces por dia durante
periodos cortos, el descanso nocturno es suficiente pare
restaurar el nmero original de espermatozoides.

Segun Vale (2006), no hay evidencias que la fertilidad
se reduzca por esta frecuencia de eyaculaciones. Los

butoros se pueden servir diariamente y ain con mayor
frecuencia durante periodos limitados y retener un altc
nivel de fertilidad. Un macho bufalino puede ser subfér-
til durante periodos de una a cuatro semanas después
de situaciones de estrés producidas por calor, fiebre ¢
enfermedades agudas (Vale, 2006).

Evaluacion del semen fresco

Las pruebas de laboratorio para evaluar la calidac
seminal, segun Hafez (1996), resultan ser parametros
objetivos y subjetivos de sus caracteristicas, que
permiten predecir la fertilidad de una muestra de semen,
Spitzer (2000) define como aspectos inmediatos después
de colectada la muestra, la revision de la motilidad
volumen, aspecto, pH, concentracion.

Igualmente Barth y Tribulo (2000) sefialan que
exdmenes mas detallados implican determinacion de
células anormales, tincion de vivos y muertos, actividac
metabolica y resistencia a condiciones medioambienta-
les. El hecho de que estas técnicas convencionales de
evaluacion seminal carecen de repetibilidad satisfactoric
(Den Daas 1992) ha derivado en el desarrollo de nuevas
técnicas que evallen el estado funcional de organelas
(acrosoma y las mitocondrias) y la integridad celular de
la membrana plasméatica o la cromatina de las células
espermaticas.

Examen Macroscépico
Color y Densidad

El color y la densidad del semen dependen de varia-
ciones en la concentracién de espermatozoides (Tabla
2). El semen varia generalmente de un color blancc
lechoso a color crema, con un ligero matiz de azul; con
una densidad del semen que varia desde un acuoso,
lechoso, lechoso-cremoso, hasta un cremoso. Vale
(1994) encontrd diferencias significativas de densidad



entre espermatozoides muertos y vivos. Al respecto
Koonjaenak y Rodriguez (2007) encontraron diferencias
significativas en el color y la densidad del semen del
reproductor bufalino. Estas se vieron afectadas por l¢
edad del butoro.

Tabla 2. Relacion subjetiva entre concentracion y
densidad de espermatozoides en bufalos

Calificacion Densidad Concentracion
(esp X 109 /ml)

Muy Buena Cremoso, Espeso >1.000

Buena Lechoso 700-1.000

Regular Leche aguachenta 400-700

Mala Translucido <400

Fuente: Rodriguez, (2007)
Volumen

El volumen del semen se debe medir inmediatamente
después de su colecta. Varia, dependiendo de la raza
edad, tamafio, saltos, métodos de recoleccidn, factores
nutricionales, sanitarios y medio ambientales (Nazir,
1988). Vale, 1994; Almaguer et al 2007, plantean que
al momento de la pubertad el volumen es alrededor de
1 ml y se incrementa hasta 3 ml después de la madurez.
Koonjaenak y Rodriguez 2007, encontraron de 3 a 4
ml de volumen de eyaculado en raza Nili-Ravi, el cual
se asemeja a lo descrito por Sajjad et al., (2007). El
volumen del eyaculado varia dependiendo de la edad del
butoro, encontrdndose un aumento de volumen mayor &
la edad de 4 a 12 afios (Pant et al., 2003).

Javed et al., (2000) no observaron diferencias significa-
tivas en el volumen del semen del butoro de diferentes
edades. Sin embargo, fue relativamente alta en los
butoros adultos (8-9 afios), seguido de los butoros de
edad (12-15 afios de edad). Nordin et al., (1990) tambiér
encontré un mayor volumen de eyaculacién en butoros
adultos, que en jévenes.
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pH del semen

Se evalla extrayendo una gota de semen del tubo y
colocéndola sobre una tira indicadora de pH o en st
defecto con un pH-metro digital. EI semen tiene un pH
dentro del rango de 6,4-7,0 (Rattan, 1990; Kumar et al.,
1993; Aguiar et al, 1994., Vale, 1997). Koonjaenak y
Rodriguez (2007), Sajjad et al., (2007) encontraron ur
pH promedio entre 6,9-7,0.

Examen Macroscopico

Para evitar las alteraciones técnicas por choque de frio.
al momento de evaluar la muestra microscopicamente.
deben mantenerse las laminas sobre las cuales se coloce
la muestra a 37 °C a fin de evitar que se afecte durante
la observacién del analisis microscépico.

Motilidad Masal

La motilidad masal es el resultado de la concentracior
espermatica, el porcentaje de células con movimientc
progresivo y velocidad de movimiento de los esperma-
tozoides, lo cual provoca movimientos de flujo y ocu-
rrencia de verdaderas olas de espermios. La observacior
se hace sobre una gota de semen de 5 a 10 pL colocade
sobre un porta objetos a 37°°C y sin cubre objetos er
donde se observan en olas y remolinos del semen. Las
ondas mas oscuras y densas son sefial de una alta con-
centracién de espermatozoides.

La observacion se realiza, con semen sin diluir y bajo ur
campo luminoso y con un aumento de 10x observandc
varios campos microscopicos (Nazir, 1988). Se debe
evaluar cerca del borde de la gota, donde la profundidac
de la misma es menor y es mas facil de observar. L
escala que se toma para evaluarla es de 0 a 100% con ur
criterio evaluativo de 1 a 4 cruces (Tabla 3), en donde 1
es ausencia de movimiento y 4 es maximo movimiento
Un semen de buena calidad no debe tener una motilidac
masal menor a 3.

Tabla 3. Escala basada en el porcentaje de células moviles y criterio evaluativo

Valor Descriptivo Aspecto del modelo

Células moviles

(%) Criterio

Evaluativo

Muy buena Movimiento en ondas vigorosas y en remolinos rapidos 80-90 ++++
Buena Remolinos y ondas mas lentas 60 — 80 +++
Regular Sin remolinos, pero con oscilaciones generalizadas 40 - 60 ++
Mala Escasa 0 ninguna motilidad 0-40 +

Fuente: Koonjaenak y Rodriguez, (2007)
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En las diferentes investigaciones la motilidad masal
fluctia entre 2 y 3 cruces (40-80%) encontrandose
diferencias debido basicamente a la edad del animal, Ie
época y frecuencia de colecta (Nazir, 1988; Aguiar e
al., 1994; Barth, 2000; Koonjaenak y Rodriguez, 2007).

Motilidad individual

La motilidad individual segin Barth (2000) es el resul-
tado de la evaluacién del movimiento progresivo de los
espermatozoides y de los cambios en su motilidad. Este
seguimiento se hace en una lamina perfectamente limpie
y una gota de 3 a4 mm de semen diluido y colocando une
laminilla encima. Debe ser observada en un aumento de
200 x — 500 x, preferentemente bajo contraste de fase, y
los resultados se expresan en porcentaje 0 en una escale
de 1 a5. La clasificacién se muestra bajo parametros que
se muestran en la Tabla 4.

Sajjad et al., (2007) en sementales raza Nili-Ravi entre
12 y 15 afios encontraron una motilidad individual de
(51,53 £ 2,23); Similares resultados encontraron Javec
et al., (2000) en bafalos Nili-Ravi de 12-15 afios de edac
(56,89 £ 0,65). Suryaprakasam y Rao (1993); Kumar e
al., (1993); Younis (1996) reportan una motilidad (>60
%) en raza Murrah y Nili-Ravi.

Sin embargo, Koonjaenak y Rodriguez (2007) reportar
una motilidad individual progresiva de espermatozoides
de 65 % a 80 % en sementales bufalinos Nili-Ravi de 6
-18 afios. En el trépico Americano, Aguiar et al., (1994
observaron 78,6 + 5,6 % de espermatozoides maviles er
estados brasilefios de Minas Gerais y Bahia.

La diferencia en la motilidad espermatica puede sel
debido a la temporada de toma de muestras, edad de
semental, a la lectura subjetiva y al nimero de animales
estudiados.

Tabla 4. Escala basada en el porcentaje de células
moviles

Valor Descriptivo % células moviles

Muy buena 80100
Buena 60 —-79
Regular 40-59
Mala <40

Fuente: Kumar et al., (1993)

La evaluacién subjetiva de la motilidad de los esper-
matozoides se realiza de manera rutinaria. El resultadc
depende en gran medida de la experiencia del operador
lo que implica una variacion entre las estimaciones ade-
cuadas de los posibles problemas de fertilidad (Rodri-
guez-Martinez, 2003). A fin de disminuir esta variacion
se ha desarrollado durante las Gltimas dos décadas el
Analisis del Semen Auxiliado por Computador (CASA).

Analisis computarizado del semen (CASA)

Las técnicas tradicionales de evaluacion de la motilidac
masal, porcentaje de moviles y motilidad progresiva, &
pesar de ser usuales, rapidas y practicas y que requierer
equipos simples, presentan un fuerte caracter subjetivc
debido a que estan sujetas a las diferentes interpretacio-
nes entre examinadores (Rodriguez-Martinez, 2003).

Su ventaja radica en ser “objetiva” evaliia la motilidac
de los espermatozoides, también evalla la cinematice
de los espermatozoides (Januskauskas et al., 1999
Hallap et al., 2004). Los sistemas CASA permiten l¢
deteccion de cambios subitos en el movimiento esper-
maético y una mejora en la calidad de los estudios a nivel
de laboratorio.

Concentracién de espermatozoides

El nimero de espermatozoides se expresa por milimetrc
clbico, para la determinacion se usan métodos tales
como: camara de Newbauer, la espermio—densi—metrie
y la espectrofotometria (Pant et al., 2003). Tiene une
gran variacion (600 — 1500 millones de células pol
ml) y este parametro estd afectado por condiciones
estacionales, nutricionales y edad del semental bufalinc
(Lohachit, 1984).

La mayoria de las mediciones de rutina de la con-
centracién son hechas por un espectrofotémetro.
En sementales bufalinos criados en Bahia- Brasil se
observaron concentraciones de 1166,3 + 17,5 X 10¢
espermatozoides/ml (Aguiar, 1994). En bufalos Murrat
criados en la India, Kumar et al., (1993) observaron con-
centraciones de 524,1 + 20,7 hasta 1031,4 + 28,7 x 10¢
espermatozoides/ml. Resultados similares se observaror
por Rattan (1990) y en raza Nili-Ravi, Koonjaenak y
Rodriguez (2007).

Javed et al., (2000) observaron menor concentracion de
espermatozoides en sementales bufalinos mayores que
en los méas jovenes. Sin embargo, Younis (1996) encontr¢
una diferencia no significativa en la concentracion de!
esperma entre  bulfalos jovenes y adultos. La menol
concentracion de espermatozoides en los machos viejos
podria ser debido a la senilidad (Javed et al., 2000).

Vitalidad y Morfologia

Con esta prueba se valora el porcentaje de espermato-
zoides vivos y muertos en un eyaculado, aunque indirec-
tamente se esta valorando la integridad de la membrang
plasmatica del espermatozoide. La tincion que se use
de preferencia es la eosina-nigrosina. En un portaobjetc
previamente temperado a 37-38¢ °C, se mezclan 5 pL
de semen con 15 pL del colorante con eosina-nigrosine
y se deja actuar por 30 segundos. Se elabora un frotis



que se deja secar al calor, observando al microscopio
optico de luz con aumento de 40x. Los espermatozoides
vivos y con la membrana plasmatica intacta no permi-
tirdn el paso de la eosina dentro de la célula y lucirar
al microscopio de color transparente, mientras que er
los muertos, con pérdida funcional de la membrana se
observa la regién postacrosomal de color morado. Se
considera como valor minimo aceptable, el 70 % de
espermatozoides vivos (Koonjaenak et al., 2007).

Morfologia

Valora el porcentaje de espermatozoides anormales y
normales en una muestra determinada. Palacios (2005
sefiala que la morfologia espermatica es un factor deter-
minante en la capacidad de fertilizacion del semen, ysg
que existe una correlacion entre defectos espermaticos
e infertilidad.

Los espermatozoides contienen algunos defectos de
conformacion, estas anormalidades se deben a esperma-
togénesis o espermiogénesis defectuosas por herencia,
enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones ¢
condiciones medio ambientales adversas, reposo sexual
prolongado (mayor de 60 dias), asi como técnicas
inadecuadas de la manipulacion del semen (Saeed el
al.,1994).

La mayoria de las investigaciones que evalian las
anormalidades del acrosoma, lo realizan mediante el
uso de la coloracién de Giemsa (Ramakrishnan y Ariff,
1994). Mas del 90 % de espermatozoides se observaron
con acrosoma intactos en el semen de semental Murrak
evaluados con tincion de Giemsa (Aguiar, 1994; Kumar,
1993). Talevi, et al., (1994) reporto resultados similares
con fluorescencia de lectina.

En estudios de Saeed et al., (1994) en butoros de raze
Murrah, la mayoria de las anomalias se encontraror
en las cabezas de los espermatozoides (5,78 + 2,1 %),
mientras que anomalias en la pieza intermedia fueror
menos del 1 % vy las colas anormales varid de (3,92 +
1,0 %) hasta (5,7 + 0,4 %). La aparicién de gota cito-
plasmética fue inferior al 1 %. Proporciones similares
de anormalidades fueron observadas en el semen de los
bufalos Murrah de Brasil (Aguiar et al., Kumar, 1993).
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Sajad et al., (2007) en sementales Nili-Ravi con edades
comprendidas entre los 12 y 15 afios registraron anor-
malidades de 11,67 = 0,90 % encontrando similitud ¢
los resultados de Saeed (1990). Estas observaciones
indican que las anormalidades del esperma en el semer
de bufalos de 12-15 afios de edad se encuentran dentrc
del limite aconsejado.

Koonjaenak y Rodriguez (2007) observaron anormali-
dades en los espermatozoides <15 %; las mas comunes
fueron cabeza con forma de pera, seguida de acrosomas
con perilla, gota citoplasmatica proximal, colas simples
y dobladas; estos hallazgos fueron detectados mediante
contraste de fase microscopia de luz y SEM. Por otre
parte, determinaron que la edad del semental bufalinc
tuvo un efecto significativo sobre la incidencia total de
las anomalias formas de la cabeza, defectos de acrosoma
gotas citoplasmaticas proximales, y los defectos totales
de la cola (tabla 5).

Tabla 5. Indicadores promedio del semen de bufalo colectado
con vagina artificial

Pardmetro Caracteristicas
Color Blanco - lechoso
Volumen (ml) Motilidad 3-5
masal Motilidad 3-4
individual (%) Vigor 65-85
Concentracion (cel/ ml) >3
Espermatozoides vivos (%) 600-1500 x 106
Acrosomas normales (%) 70 -85
Anormalidades (%) 80-95
PH 2-14
6,5-7,2

Fuente: Adaptado de Vale (1994)
Evaluacion Del Semen Post-Descongelado

La evaluacion del semen postdescongelado tiene comc
finalidad conocer si ese semen es capaz de superar e
proceso de congelacion-descongelacion, donde e
membrana de los espermatozoides se someten a un:
variedad de condiciones desfavorables entre las que
destacan la deshidratacion del espermatozoide, los
cambios de la fase de transicion de los fosfolipidos de
la membrana, el efecto solucion, la formacion de hielc
intracelular y la reduccion del volumen de los canales de
agua residual. Los valores del semen postdescongeladc
son descritos en la tabla 6.

Tabla 6. Indicadores de semen en fresco y semen postdescongelado

Parametro Semen en fresco  Semen postdescongelado
0 Hora 1 Hora
Motilidad individual (%) 60 40 30
Vigor (0-4) 3 2 2
Espermatoz vivos (%) 70 40 35
Anormalidades (%) <15 <30 <35

Fuente: Adaptado por autor de este articulo
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Andrabi (2008) en su estudio sobre los factores que
afectan la criopreservacion de espermatozoides del
butoro, concluy6 que la viabilidad y fertilidad respecto ¢
la congelacion y descongelacion de espermatozoides es
mas baja que en toros; durante el proceso de congelacion-
descongelacion, las membranas de los espermatozoides
se someten a una variedad de condiciones desfavorables
entre las que destacan la deshidratacion del esper-
matozoide, los cambios de la fase de la transicion de
los fosfolipidos de la membrana, el efecto solucién
la formacion de hielo intracelular y la reduccion del
volumen de los canales de agua residual. Sugiriendo as
la necesidad de desarrollar extensores bioquimicamente
definidos y procedimientos criogénicos que pueder
resultar en mejoras en la viabilidad y fertilidad de los
espermatozoides congelados-descongelados.

En investigaciones realizadas (tabla 7), la tasa de fer-
tilizacion en bdfalos con 1A no es comparable a le
de ganado bovino. La tasa de concepcién en las bufalas
inseminadas en condiciones de campo es de aproxima-
damente 30 % (Kanchan y Singh 2005; Anzar et al.,
2003). Algunos informes indican una tasa de prefies del
60 % con IA (Akhter, 2007). Sin embargo, una tasa de
prefies con IA superior al 50 % se considera como ur
buen resultado (Vale, 1997). Es pertinente mencional
que las tasas de prefies con IA con cerca del 50 %, sor
considerados pobres en el ganado vacuno.

Tabla 7. Tasa de fertilidad en bufalas posterior a la Insemina-
cion Artificial

Autores y Ao % fertilidad
Anzar et al. 2003; Kanchan y Singh, 2005;
Pant et al. 2001 25-35
Presice et al 2004;

Sosa et al; 2003;

Sukhato et al. 2001;

Taraphder et al. 2003 36-50
Akhter et al, 2007;

Andrabi et al. 2006;

Gokhale y Bhagat 2000;

Prabhakar et al. 2002 51-60

Fuente: adaptado por autor de este articulo

Pruebas Especiales De Evaluacion Seminal

Se ha reportado altas correlaciones entre los resultados
de diversas pruebas in vitro y la fertilidad. Entre las
pruebas in vitro que han sido estrechamente relaciona-
das con la fertilidad estan la prueba de penetracion de
moco cervical, las técnicas de evaluacion de la reaccior
acrosomica, resistencia espermatica a un medio hipo-
osmotico, prueba de penetracion de ovocitos bovinos
y bufalinos desprovistos de zona pellcida, ensayo de

unién de espermatozoides a la zona peltcida de ovocitos
bovinos y bufalinos, penetracion de ovocitos de hamstel
sin zona peldcida, habilidad de realizar espontaneamen-
te el proceso de capacitacién espermatica (Ramesha ef
al., 1993, Gamzu et al., 1994).

Sin embargo, los conocimientos aportados por los
avances en la biologia celular han permitido profundizai
aun mas en la fisiologia de estos eventos reproductivos
estan contribuyendo en la busqueda de herramientas que
permitan la implementacion de nuevos métodos predic-
tores de la fertilidad del hombre y los animales. En este
sentido, se determinaron que la proteina P25b aislada de
la membrana plasmaética de espermatozoides bovinos, se
encuentra en mayor cantidad en los espermatozoides de
toros con alta fertilidad en comparacion con sub-fértiles,
estableciendo que su determinacion es de utilidad en Iz
evaluacion de la fertilidad potencial.

Del mismo modo, se han reportado que la presencia de
proteinas especificas para la union con heparina (HBP;
en la superficie de la membrana espermatica es un indi-
cativo de la fertilidad potencial de los toros; todos estos
conocimientos en las proteinas se estan investigando en
butoros, pero algunos resultados de estas investigacio-
nes han sido controversiales, sugiriendo realizar mayor
profundizacidn en las diferentes razas bufalinas (Larsor
y Rodriguez 2000; Braundmeier y Miller 2001).

Existe una considerable variabilidad individual en la ca-
pacidad de los espermatozoides bufalinos para fecundar
ovocitos in vitro, cuestion que ha sugerido la posibilidac
de cuantificar esta habilidad a través de la capacitacior
espermatica y la reaccion acrosémica como un meétodc
estimador de la fertilidad en los programas de insemina-
cidn artificial (Ramakrishnan y Ariff, 1994).

Interaccién espermatozoide - ovocito

Numerosos métodos se han desarrollado a lo largo de
los afios para la evaluacion de la calidad y fertilidad del
semen (Larson y Rodriguez, 2000; Rodriguez, 2003;
Aitken, 2006). Algunas de estas caracteristicas medidas
en los espermatozoides (Viabilidad, patrones de la mo-
tilidad, morfologia, metabolismo de los espermatozoi-
des, integridad de la membrana funcional e integridac
acrosémica) entre ellos, la fertilidad del semen parece
estar mas estrechamente relacionada con la integridac
de la membrana que con otras caracteristicas generales
(Larson y Rodriguez 2000). Por lo tanto, un métodc
basado en la interaccion espermatozoide y ovocito har
sugerido (Gamzu, 1994)

Di Matteo (1997) utilizo la prueba de penetraciéon de
ovocitos bovinos desprovistos de zona pellcida, cor
el fin de probar la capacidad de los espermatozoides
del butoro para unirse al ovocito. Como los ovocitos



de bufalas son dificiles de obtener, debido al hecho
de que las hembras de esta especies son sacrificados
so6lo en la vejez o en la enfermedad, ellos preservaror
ovocitos bovinos en solucion salina, madurado in vitrc
y los utilizaron. Los resultados demostraron que pare
una evaluacion rapida de los espermatozoides frescos ¢
congelados, los ovocitos de bovinos se pueden utilizar
dando resultados similares a los ovocitos de budfala.

Los ovocitos de hamster pueden ser mas convenientes a
utilizar para pruebas funcionales (Ramesha et al., 1993)
ya que permiten la entrada espermatozoides de muchos
mamiferos incluyendo los espermatozoides de butoros,
por lo tanto se puede utilizar para evaluar la capacidac
de fertilizacion de los espermatozoides (Barnabé et al.,
1997).

Selvaraju et al., (2008) sugiere que ovocitos inmaduros
en bufalos son penetrables por los espermatozoides y
se puede utilizar para evaluar la calidad del semen y
evaluar el grado de fertilidad del butoro. Este estudic
indico que la integridad de funcional de la membrana,
la subpoblacion de espermatozoides positivos para
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