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RESUMEN

La aplicacion de IA con semen congelado-descongelado se ha informado en una escala
limitada en bufalos, debido a la baja congelabilidad y fertilidad de los espermatozoides
de bufalo en comparacidn con los espermatozoides de vacunos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar diferentes tipos de diluyentes comerciales, y su efecto sobre la
calidad del semen bubalino postdescongelado. El ensayo se realiz6 en el Centro Integral
de Inseminacidn Artificial Bubalina (CIIAB), cabafia de bufalos Pedro Antonio Silva.
Para esto se utilizaron 6 pajuelas criopreservadas de cada tratamiento a evaluar:
Tratamiento 1 (T1) Tryladil® con yema de huevo de gallina, Tratamiento 2 (T2)
Tryladil® con yema de huevo de pato, Tratamiento 3 (T3) Tryladil® con yema de
huevo de codorniz, Tratamiento 4 (T4) Optidux®™ y Tratamiento 5 (T5) Andromed®™ Las
muestras se obtuvieron a través de vagina artificial, se realizé un andlisis de semen
fresco que incluyo un examen macroscopico; y un examen microscopico. Luego se hizo
el analisis del semen descongelado incluyendo morfologia espermética, concentracion
de por pajuela y prueba de incubacion. Al realizar el analisis de las variables en cuanto a
la evaluacion de la morfologia y concentracion no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p>0,05). En la prueba de
incubacidn, la motilidad a la hora O fue menor en los  tratamientos 1 (35%), 2 (35%),
y 3 (45%), con respecto a los tratamientos 4 (70%) y S5 (75%), diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). El vigor a la hora 0 no arrojé diferencias
significativas, observando valores de entre 3 y 4 en los diferentes tratamientos (p>0,05).
La motilidad microscopica a la hora 2 fue significativamente menor en los tratamientos
1 (15%), 2 (12,1%), v 3 (18,3%), con respecto a los tratamientos 4 (45%), 5 (30%)
(p<0,05); al igual que el vigor evaluado a la hora 2 con resultado por tratamientos de: 1
(1,33), 2 (1,5), y 3 (1,67), con respecto a los tratamientos 4 (3), y 5 (2) (p<0,05). En
conclusion, los diluyentes comerciales que no presentan agregado de proteinas de origen
animal, el Optidux® y Andromed® resultaron més eficientes para la criopreservacion

de semen bubalino.



INTRODUCCION

El bufalo doméstico (Bubalus bubalis) es una especie distinta dentro de la
familia Bovidae, ha sido domesticado en el subcontinente Indo-Pakistan hace unos
5.000 afios (Bhat y Qureshi, 1992). Este se ha clasificado ampliamente en dos tipos, el
de agua y el de los pantanos (Cockrill, 1974). El bufalo del rio tiene 50 cromosomas,
mientras que el bufalo de pantano tiene 48 cromosomas (Cockrill, 1981). El bufalo de
los pantanos se mete en cualquier agua o barro que pueden encontrar, son explotados
particularmente como animales de trabajo, pero también son utilizados por su carne. No
son practicamente nunca utilizados por su produccion lechera. El bufalo de agua
prefiere sumergirse en agua limpia, son de tipo lechero y producen mas leche que el
bufalo de los pantanos (FAO 2020). La poblacion de bufalos aumenta continuamente y
se estima en mas de 170 millones de cabezas (FAQO, 2020) con mas del 95% en Asia,
donde los bufalos desempefian un papel destacado en la produccion ganadera rural al
proporcionar la fuerza de tiro, leche y carne, 2% en Africa, principalmente en Egipto, y
0,2% en Europa, principalmente en Italia; India tiene 56%, Pakistan 14% y China 13%
de la poblacion mundial de bufalos. La produccién mundial de leche se ha duplicado en
las ultimas décadas y es notable que, en los ultimos afios, el bufalo suministré alrededor
del 12% de la produccion mundial de leche. India y Pakistan han producido
respectivamente el 60 y el 30% de la leche de bufalo del mundo (FAO, 2004). La leche
de bufalo es alta en solidos totales, grasas, proteinas y vitaminas en comparacion con la
leche de vaca, también contiene menos colesterol y mas tocoferol, que es un producto
natural antioxidante.

El bufalo fue introducido en Argentina a comienzo del siglo XX, mediante la
importacién de razas Mediterranea, Murrah y Jafarabadi. En la actualidad la poblacion
bubalina es de 147.785 cabezas distribuidas en 19 de las 23 provincias argentinas que
componen el territorio nacional. El 88 % de la poblacidén de bufalos se encuentra en el
nordeste argentino, siendo las provincias de Corrientes y Formosa las que cuentan con
las mayores densidades poblacionales. Existen actualmente 1193 productores de bufalos
en todo el pais. Las proyecciones de poblacion bubalina para el afio 2030 alcanzan la
cifra de 430.000 cabezas. (Crudeli, 2021)

La Republica Argentina posee varias regiones subexplotadas desde el punto de
vista ganadero debido a la falta de adaptacion del ganado vacuno a sectores bajos e

inundables. Por su gran capacidad de conversion de pastos naturales en carne y leche, el



bufalo representa una herramienta valiosa para la expansion ganadera de zonas
marginales como el NEA (Konrad y col., 2017).

El potencial de produccién del ganado puede aumentarse mediante la mejora
genética utilizando la inseminacion artificial (IA). Ademas, la calidad del semen
congelado-descongelado es uno de los factores mas influyentes que afectan la
probabilidad de concepcion (Saacke, 1984). Por lo tanto, la criopreservacion exitosa del
semen bubalino ayudaria a la creacion de almacenamiento a largo plazo de gametos
masculinos y al mantenimiento de existencias genéticas que podrian mejorar la
produccion de leche y carne y su valor econdmico asociado internacionalmente
(Andrabi, 2009).

La aplicacion de TA con semen congelado-descongelado se ha informado en una
escala limitada en bufalos, debido a la baja congelabilidad y fertilidad de los
espermatozoides de bufalo en comparacion con los espermatozoides de vacunos
(Andrabi et al., 2008). Esta caracteristica puede atribuirse a factores bioquimicos
especificos, como las diferencias en la composicidon lipidica del plasmalema y las
proteinas plasmaticas seminales entre estas especies (Andrabi, 2009). Después del
descubrimiento de las propiedades crioprotectoras de la yema de huevo (Phillips &
Lardy, 1940), se ha utilizado tradicionalmente en diluyentes de semen para la
criopreservacidon de casi todas las especies de ganado, incluido el bufalo. La yema de
huevo protege al esperma de los dafios inducidos por la criopreservacion durante el
enfriamiento, congelacién y descongelacion al interactuar directamente con la
membrana plasmatica de la célula (Andrabi et al., 2008).

Tradicionalmente se ha usado la yema proveniente del huevo de la gallina, pero
recientemente (Andrabi et al. 2008) han investigado el uso de yema de gallina de guinea
y de pato, concluyendo que esta ultima mejora la viabilidad post descongelacion del
semen de bufalo. Se sugiere que la mejora o disminucion de la calidad post
descongelacion de espermatozoides de mamiferos con yema de huevo de diferentes
especies de aves en el diluyente de congelacion se atribuye a las diferencias en la
composicion bioquimica de las yemas (Bathgate et al. 2006). Hoy dia, también estan
disponibles comercialmente una amplia gama de diluyentes quimicamente definidos y
de origen no animal, que tienden a reemplazar la inclusion de la yema de huevo, de los
cuales se necesita mas datos para conocer su efecto sobre la criopreservacion del semen

de bufalo.



OBJETIVO GENERAL
* Evaluar diferentes tipos de diluyentes comerciales, y su efecto sobre la calidad

del semen bubalino postdescongelado.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Realizar el examen macroscopico y microscopico del semen determinando su
aptitud.
e Criopreservacion de la muestra utilizando distintos diluyentes.
e Determinar concentracion y morfologia del semen descongelado.
e Evaluar la calidad del semen descongelado mediante la prueba de incubacion y

determinar su aptitud para el uso en IA.



MATERIALES Y METODOS
Lugar

El trabajo se realizé en el Centro Integral de Inseminacidén Artificial Bubalina
(CITAB), cabafia de bufalos Pedro Antonio Silva (h), ubicado en el departamento de
General Paz, provincia de Corrientes.

Muestras

La recoleccion de semen se hizo por el método de vagina artificial, que consiste
en tubo de goma rigido, de 40 cm de largo, que posee sobre uno de sus lados un orificio
para cargar agua a una temperatura de 40° a 43°C, en su interior se introduce una
camisa de latex que repliega sobre los extremos del tubo rigido; el macho realiza el salto
en una hembra bubalina inmovilizada y en celo, se desvia el pene introduciéndolo en la
vagina y el semen se colecta en un tubo anexado al extremo de la misma. Luego se lleva
al laboratorio para su procesamiento.

Se utilizaron 6 pajuelas criopreservadas de cada tratamiento a evaluar:
Tratamiento 1 (T1) Tryladil® con yema de huevo de gallina, Tratamiento 2 (T2)
Tryladil® con yema de huevo de pato, Tratamiento 3 (T3) Tryladil® con yema de
huevo de codorniz, Tratamiento 4 (T4) Optidux® y Tratamiento 5 (T5) Andromed™
Fueron analizadas 30 muestras en total. Estas pertenecen a un bufalo reproductor de 3
afios de edad, raza Murrah RP: 18, apto sanitaria y andrologicamente.

Analisis de semen

El semen puro recién colectado fue llevado al laboratorio y colocado a bafio
Maria a 37°C, se tomo6 una pequefia a muestra para la evaluacion de todos los
parametros, mediante un examen macroscopico que incluyo volumen, color (el color
normal del semen bubalino varia entre blanco lechoso a blanco cremoso, y una vez
colocados contra a luz artificial, presenta rayas con color azul oscuro.), pH con tiras
reactivas y aspecto que depende de la concentracion de espermatozoides, pudiendo ir
desde acuoso a cremoso (Vale, 1994; 1997).

Posteriormente se hizo un analisis microscopico utilizando un microscopio
optico (Motic BA310) que incluy6: a) Motilidad en masa, la cual consistio en colocar
una gota gruesa de semen fresco puro, sobre un portaobjeto precalentado a 37°C y sobre
platina térmica también a 37°C, evaluando a 40x la intensidad de los oleajes y remolinos
formado por los espermatozoides, expresandola en porcentaje (0-100). b) Motilidad
individual o vigor, a la gota de semen anterior se coloco un cubre y se evalu6 en 400x la

intensidad del movimiento progresivo rectilineo de cada espermatozoide, teniendo en



cuenta la velocidad con la que éstos atraviesan el campo. La escala que se utiliza es de 0
a 5, evaluando como 0 los espermatozoides inmoviles y como 5 los que avanzan
rapidamente por el campo y son dificiles de seguir visualmente. ¢) Concentracion, fue
evaluada luego de la dilucion del semen 1:200 en una solucion salina formolada, una
vez homogeneizada la muestra, se toman aproximadamente 14 microlitros y se carga la
camara de Neubauer por capilaridad. Luego se procedio a ubicar el cuadrante de
glébulos rojos a 100 aumentos, y una vez localizado, se pasé a 400 aumentos para
realizar el conteo. Se contd todos los espermatozoides que se encontraban en las 4
cuadriculas de las puntas y la central (5 en total) el valor obtenido fue dado en
millones/mm3. Ese parametro esta directamente correlacionado con los aspectos
genéticos, estacionales, nutricionales y de manejo. (Vale, 1994; 1997).

Proceso de congelado del semen

Para la criopreservacion de semen el mismo debe resultar apto al analisis
microscdpico, se cargaron pajuelas de 0,5ml para con una concentracion aproximada de
50x10° espermatozoides, para diluir el mismo se utilizaron los 5 diluyentes a evaluar:
Tratamiento 1° Tryladil® con yema de huevo de gallina, Tratamiento 2° Tryladil® con yema de
huevo de pato, Tratamiento 3° Tryladil® con yema de huevo de codorniz, Tratamiento 4°
Optidux® y Tratamiento 5° Andromed®. Una vez cargadas y selladas las pajuelas comenzo
el descenso de temperatura, de 30°C a 5°C a una tasa de enfriamiento de 0,25°C por
minuto, se realizo la estabilizacién a 5°C durante dos horas y luego la congelacion hasta
-100°C a una tasa de enfriamiento de 10°C por minuto. Para realizar este proceso se
utilizo una congeladora de semen (Marca NeoVet®, Brasil). Luego el semen fue
colocado en nitrogeno liquido a -196°C y almacenado en termos criogénicos.
Evaluacion del semen descongelado

Se procedio a descongelar seis (6) pajuelas de cada tratamiento a 37° C en bafio
Maria durante un minuto. Luego se les realizaron analisis de morfologia espermatica,
concentracion y prueba de termorresistencia.

Para morfologia se utilizo la técnica de tincion con eosina-nigrosina, técnica de
Hanckok, el semen previamente fue diluido 1/10 en una solucion salina formolada, el
extendido se prepard colocando una gota de 5-6mm de tintura y una gotita de semen
cerca de la misma en un portaobjeto, para luego mezclarlas, la mezcla es extendida
desde un extremo hacia el otro del vidrio con la ayuda del borde de otro portaobjeto. El
mismo se deja secar y se observa al microscopio bajo un objetivo de inmersion a 1000x,

contando alrededor de 100 células y clasificando en normales, y los diferentes defectos



de cabeza, acrosoma y cola, clasificandolos en defectos menores y mayores (Blom,
1977).

En cuanto a la concentraciéon se obtuvo utilizando la camara de Neubauer
(camara cuenta globulos), fue evaluada luego de la dilucioén del semen 1:200 en una
solucion salina formolada, una vez homogeneizada la muestra, se tomaron
aproximadamente 14 microlitros y se cargd la camara de Neubauer por capilaridad.
Luego se procedio a ubicar el cuadrante de glébulos rojos a 100x, y una vez localizado,
se pasd a 400x para realizar el conteo. Se contaron todos los espermatozoides que se
encontraban en las 4 cuadriculas de las puntas y la central (5 en total) el valor obtenido
fue dado en millones/mm3.

Para el test de termorresistencia o prueba de incubacion, se mantuvo el semen a
37°C, y se evalu6 el mismo alas O hs, alas 1 hs y a las 2 hs, los siguientes parametros:
a) Motilidad en masa, para la cual se colocd una gota gruesa del semen descongelado,
sobre un portaobjeto precalentado a 37°C y sobre platina térmica también a 37°C,
evaluando a 40x la intensidad de los oleajes y remolinos formado por los
espermatozoides, expresandola en porcentaje (0-100). b) Motilidad individual o vigor, a
la gota de semen anterior se le coloco un cubre y se evalud en 400x la intensidad del
movimiento progresivo rectilineo de cada espermatozoide, teniendo en cuenta la
velocidad con la que éstos atraviesan el campo. La escala que se utiliza es de 0 a 5,
evaluando como 0 los espermatozoides inmoéviles y como 5 los que avanzan
rapidamente por el campo y son dificiles de seguir visualmente, considerandose como
apto un vigor de 3 y una motilidad del 25% para la primera; y un vigor de 2 y motilidad
del 15% para la segunda (Brogliatti y Bo, 2008).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron cargados en planillas de Excel. Se realizaron
medidas de resumen. El andlisis comparativo de las variables evaluadas, se realizé por
medio de un analisis de varianza (ANOVA). Este modelo se analizd con el test de
Tukey para poder comparar las medias de los tratamientos de esta investigacion. Para el

analisis de datos se utilizo el software InfoStat-Statistical (Di Renzo y col., 2020).



RESULTADOS

La concentracion promedio de las muestras analizadas fue de 52,4+7,8 millones
de espermatozoides por dosis (pajuela de 0,5 ml). En la evaluacién de la morfologia, la
proporcion de espermatozoides normales fue de 85,2+4,2, y el porcentaje de defectos
mayores fue de 9+2,9%, y de defectos menores fue de 5,8+1,9%. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p>0,05) al evaluar
concentracién y morfologia (tabla 1). Tanto los valores observados para concentracion
como de defectos estdn dentro de los rangos aceptables para las dosis de semen

criopreservado.

Tabla 1. Valores promedios observados para concentracién y porcentaje de morfologia

de las muestras descongeladas.

Tratamiento  Diluyente  Concentracion Normales Def > Def<

1 H. de gallina 55x106 88 7 5
2 H. de pato 40x106 90 3) S)
3 H. de codorniz 50x106 84 10 6
4 Optidux 57x106 81 10 9
) Andromed 60x106 85 n 4

En la prueba de incubacion, la motilidad a la hora O fue menor en los
tratamientos 1 (35%), 2 (35%), y 3 (45%), con respecto a los tratamientos 4 (70%) y 5
(75%), diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). El vigor a la hora 0 no
arrojé diferencias significativas, observando valores de entre 3 y 4 en los diferentes
tratamientos (p>0,05). La motilidad microscépica a la hora 2 fue significativamente
menor en los tratamientos 1 (15%), 2 (12,1%), y 3 (18,3%), con respecto a los
tratamientos 4 (45%), 5 (30%) (p<0,05); al igual que el vigor evaluado a la hora 2 con
resultado por tratamientos de: 1 (1,33), 2 (1,5), y 3 (1,67), con respecto a los
tratamientos 4 (3), y 5 (2) (p<0,05) (Tabla 2).
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Tabla 2. Prueba de incubacion.

Tratamiento Diluyente Mot 0 Vigor0 Mot1l Vigor 1 Mot 2 Vigor 2
1 H. de gallim 35 3 30 2,5 15 133
H. de pato 35 3 22,5 2,5 12 15
H. de codorniz 45 3 25 2,5 18,3 1,67
Optidux 70 4 60 3 45 3
Andromed 75 4 47,5 3 30 2

a &~ W DN

Para que una muestra resulte apta para su uso post descongelado debe tener un
minimo de 20% de espermatozoides motiles con un vigor de 2, después de dos horas de
incubacion a 37°C, por lo que so6lo las muestras de los tratamientos 4 y 5 resultaron

aptas para su uso en inseminacion artificial.
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DISCUSION

Singh et al, (2000) compararon diferentes diluyentes y encontraron que el
diluyente a base de Tris era mejor en comparacion con Laiciphos y Biociphos segun lo
juzgado por la motilidad postdescongelacion. Con respecto a la glicerolizacion, Singh et
al, (2006) confirmaron que un solo paso es mas adecuado para la criopreservacion de

espermatozoides de bufalo en términos de vigor postdescongelacion.

Bathgate y col., (2006) realizaron estudios utilizando yema de huevo (EY) como
componente comun de los diluyentes de congelacion de semen para la mayoria de las
especies de ganado, incluido el bufalo (Bubalus bubalis). Llegaron a la conclusion que
el papel principal de la EY es prevenir el dafio de los espermatozoides durante los
procesos de enfriamiento y congelacion. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
contenidas en EY son en gran parte responsables para la proteccion de los
espermatozoides durante la criopreservacion (Pace y Graham, 1974; Watson, 1976). Se
sugiere que el LDL se adhiera a la membrana del esperma y proporciona proteccion al
esperma estabilizando la membrana. Una segunda hipotesis sugiere que los fosfolipidos
presentes en las LDL protegen a los espermatozoides al formando una pelicula
protectora en la superficie del esperma o reemplazando los fosfolipidos de la membrana
del esperma que se pierde o dafia durante el proceso de criopreservacidon (Foulkes et al .,
1980; Quinn et al.,1980; Graham y Foote, 1987). Un tercer mecanismo de proteccion
sugiere que LDL se apodera de las proteinas deletéreas presentes en el plasma seminal
bovino mejorando asi la capacidad de congelacién de los espermatozoides (Manjunath
et al., 2002; Bergeron y Manjunath, 2006). Se desconoce El mecanismo exacto por el
cual EY preserva los espermatozoides de toro durante el proceso de congelacidn-

descongelacion (Bathgate et al., 2006).

Tradicionalmente, la yema de huevo de gallina se ha utilizado
predominantemente en los medios de congelacion, probablemente debido a su facil
disponibilidad (Bathgate et al., 2006). Trimeche y col. (1997) encontraron una mejor
proteccion de esperma congelado en un medio que contiene yema de huevo de codorniz
en comparacion con yema de huevo de gallina. A su vez (Clulow et al., 2004) encontro
que la criopreservacion de semen con yema de huevo pato, en comparacion con la de
codorniz, resultd en significativamente mayor movilidad hacia adelante y wviabilidad

después de la descongelacion. En contraste con esto, en nuestro trabajo no hubo
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diferencias significativas entre los tratamientos con yema de huevo de pato y codorniz
en cuanto a la motilidad y vigor postdescongelacion. Sin embargo Bathgate et al.,
(2006) describio que la yema de huevo de pato y codorniz no proporciond mas
proteccion a los espermatozoides de jabali contra las crio lesiones que la yema de huevo

de gallina cuando se usa en el diluyente de congelacion.

Herold (2004) estudi6 y concluyo que los espermatozoides del epididimo del
bufalo africano se pueden congelar con éxito con AndroMed® y con Triladyl™.
AndroMed® es ventajoso porque es un diluyente de semen totalmente definido y libre
de cualquier producto animal, pero Triladyl™ tiende a resultar en motilidades

posteriores a la descongelacion mas altas.

Reddy y col. (1975) informaron una correlacién negativa significativa entre
espermatozoides anormales y tasa de concepcion en bufalo. Ademas, las caracteristicas
morfoldgicas de los espermatozoides son influenciado por varios factores, incluida la
composicidon genética y la etapa fisiologica del animal, nutricion, estacion, factores

climaticos y enfermedad (Dowsett y Knott, 1996, Barth y Oko, 1989).
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CONCLUCIONES

En el presente trabajo los diluyentes comerciales que no presentan agregado de
proteinas de origen animal, el Optidux® y Andromed® resultaron mas eficientes para la
criopreservacion de semen bubalino. Igualmente requieren mas pruebas, con mayor
cantidad de reproductores para confirmar esta hipotesis. Por lo tanto, hay una necesidad
de definir el diluyente mas adecuado para la especie, que puede resultar en la mejora de

la viabilidad y fertilidad de espermatozoides de bufalo congelados-descongelados.
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