
Entre las biotecnologías aplicadas a la
reproducción, la inseminación artificial
(IA) ha demostrado ser la herramienta
más exitosa para la mejora genética de
los animales de importancia zootécnica,
especialmente en la industria bovina. De
una cuidadosa valoración de la fertilidad
dependerá la utilización futura del mate-
rial seminal y el grado de aprovecha-
miento de los eyaculados obtenidos a lo
largo de su vida reproductiva, esto es, las
dosis producidas por eyaculado, en fun-
ción del número de espermatozoides via-
bles y, en definitiva, su mayor o menor
rentabilidad. Este es un punto de suma
importancia, debido a que un pequeño
número de toros seleccionados es utiliza-
do para inseminar una extensa población
de hembras, con lo que los fallos en la
selección de estos sementales tendrían
como consecuencia importantes pérdi-
das económicas. Así, el conocimiento de
la fertilidad o de la capacidad fecundante
de cada toro se convierte en uno de los
principales objetivos en la producción de
semen bovino. Un requisito indispensable
para el desarrollo de esta biotecnología
es que el semen utilizado mantenga su
capacidad de fertilidad después de haber
sido criopreservado.

Muchos investigadores en el área de la
reproducción animal están tratando de
diseñar el “análisis seminal ideal”, que
valore adecuadamente y prediga la fertili-
dad de una muestra seminal. El análisis de
semen ideal sería aquél que de forma sen-
cilla y eficaz permitiera predecir la capaci-
dad fecundante de un eyaculado concre-

to. Las cualidades que deben tener los
espermatozoides de un eyaculado fecun-
dante son: motilidad progresiva, morfolo-
gía normal, metabolismo energético acti-
vo, capacidad para desarrollar una motili-
dad hiperactivada, integridad estructural y
funcionalidad de la membrana, integridad
de las enzimas asociadas con la fecunda-
ción, capacidad de penetración y transfe-
rencia óptima del material genético.

Sin embargo, este análisis integral es
muy difícil de desarrollar, debido a la
enorme complejidad inherente a la fun-
ción espermática.

Los estudios actuales sobre contrasta-
ción seminal persiguen como objetivo
final identificar algún parámetro cinético,
morfológico o bioquímico que indique el
estado de la célula espermática en un
momento dado y que, al mmismo tiempo,
pueda ser correlacionado con la fertilidad
y calidad del eyaculado. No hay que olvi-
dar que el objetivo del examen cualitativo
del semen es asegurar que la fertilidad
subsiguiente de dicho semen sea óptima.
Sin embargo, las técnicas de contrasta-
ción del semen, tanto por su utilización
en investigación y, especialmente, en la
rutina de producción, deben ser precisas,
sencillas, rápidas y económicas.

Actualmente, el análisis seminal clási-
co ha mejorado mediante la introducción
de nuevas técnicas analíticas procedentes
de otros campos de la investigación cien-
tífica. Así, el estudio de la motilidad esper-
mática, la concentración espermática y las
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anomalías morfológicas que anteriormen-
te se hacían de manera subjetiva, pueden
realizarse hoy en día mediante el uso de
métodos computerizados de análisis. La
incorporación de estos métodos informá-
ticos atenúa en gran parte el factor subje-
tivo del análisis seminal y garantiza una
mejor correlación con la capacidad fecun-
dante del espermatozoide.

Tras todo lo dicho, cabe destacar que
hasta el momento no se ha conseguido
un método de evaluación seminal in vitro,
que al utilizarlo solo o en combinación
con otros sea capaz de predecir de forma
segura la capacidad fecundante de una
muestra de semen. Sin embargo, debido
a que la valoración in vitro de la calidad
seminal es muy importante en la valora-
ción andrológica de los machos y es, ade-
más, el mejor indicador del grado de con-
servación del semen congelado-descon-
gelado, se han dedicado grandes esfuer-

zos al diseño de técnicas que midan la
capacidad fecundante del semen fresco y
congelado. 

Los parámetros clásicamente usados
para conocer la calidad seminal de un
eyaculado son los que siguen: 

Concentración

Existe una alta correlación significativa
entre el número de espermatozoides inse-
minados y la fertilidad del toro. La presen-
cia de un mayor número de espermato-
zoides, siempre y cuando sus característi-
cas sean normales, incrementa la posibili-
dad de fertilización. Este aspecto es cru-
cial en el caso de los toros con baja con-
centración espermática, o en los casos en
que se utiliza semen descongelado, que
ha sido diluido y sometido a estrés duran-
te el proceso de congelación-descongela-
ción, provocando un daño irreversible en
un porcentaje elevado de espermatozoi-
des. La fertilidad de un toro usado en IA,
entre otras razones, dependerá básica-
mente del número de espermatozoides
normales que se utilicen al inseminar.

Existe una variabilidad muy grande en
la concentración de un eyaculado a otro,
y de un toro a otro, siendo importante
conocer el número de espermatozoides
por eyaculado, ya que de este parámetro
depende el número de hembras a inse-
minar. La concentración puede calcularse
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por varios métodos a partir de la muestra
de semen. Entre estos métodos, destacan
la espectrofotometría, la colorimetría, la
citometría de flujo y el uso de cámara de
recuento celular, como las de Bürker,
Neubauer o Thoma. La espectrofoto-
metría, técnica usada en nuestro labora-
torio, es un método indirecto, que mide
la luz monocromática absorbida por las
partículas en suspensión o los esperma-
tozoides. Esta densidad óptica de la
muestra es comparada frente a una curva
estándar patrón previamente validada, y
permite, así, conocer el número de esper-
matozoides.

Motilidad

La motilidad es uno de los parámetros
más importantes de la analítica seminal.
Hasta hace pocos años el estudio de la
motilidad espermática se hacía exclusiva-
mente mediante métodos semicuantitati-
vos. Estos métodos evalúan el porcentaje
de espermatozoides móviles, así como el
tipo de movimiento que presentaba la
media de una población espermática.
Estas medidas ofrecen una descripción
general de la motilidad espermática, pero
la exactitud y precisión están limitadas
por las condiciones del sistema de medi-
da y por la destreza del observador. A
pesar de ello, la valoración subjetiva de la
motilidad hecha por personas experimen-
tadas es de gran valor, debido a que la
información se presenta de forma inme-
diata, al tiempo que es un método eco-
nómico y de fácil ejecución.

Los primeros intentos de objetivizar el
movimiento espermático se basaron en
exposiciones fotográficas múltiples o
video-micrografías. Estos métodos son
tediosos, largos y costosos, por lo que
hoy en día no son de elección. Sin embar-
go, la aparición de los sistemas informati-
zados de digitalización de imágenes abrió
un nuevo campo en el estudio de la moti-
lidad de los espermatozoides. Estos siste-
mas, denominados genéricamente CASA
(Computer Assisted Motility Analysis), han
automatizado y simplificado el proceso. El
análisis computerizado de la motilidad
fue propuesto por primera vez hace 25
años y es usado actualmente en centros
de investigación en andrología y centros

de reproducción asistida. El CASA esta-
blece, de una manera efectiva, medidas
cuantitativas del movimiento individual de
los espermatozoides. Con este tipo de
análisis se espera obtener medidas
correctas de la motilidad espermática
que proporcionen información precisa
acerca del estado funcional del axonema
y de las membranas espermáticas.

Los sistemas automáticos de medi-
ción de imágenes se basan en la captura
sucesiva de espermatozoides en movi-
miento provenientes de un microscopio.
Estas imágenes se digitalizan identifican-
do las células espermáticas que contie-
nen la primera imagen. Luego se proce-
de al seguimiento de estas células en
imágenes sucesivas y al establecimiento
de trayectorias definitivas. Las trayecto-
rias se procesan matemáticamente,
obteniendo así resultados numéricos
precisos. Los parámetros determinados
para cada espermatozoide son la veloci-
dad de movimiento sobre la base de
varios descriptores, las trayectorias que
realiza la cabeza del espermatozoide y la
frecuencia de los cambios de dirección
que efectúa. 

Actualmente, también existen en el
mercado varios tipos de CASA que cap-
turan el movimiento espermático y lo
analizan, tanto en tiempo real, como de
manera diferida, aportando un gran volu-
men de información.

Viabilidad

La rotura de la membrana plasmática
está claramente asociada con la pérdida
de viabilidad celular, pero una membrana
plasmática intacta no siempre indica que
la célula sea viable. El procesado del
semen, incluida su criopreservación, es
“estresante” para el espermatozoide y
afecta, primeramente, a sus membranas.
Los daños que pueden producirse en
éstas pueden ser modificaciones en su
organización, permeabilidad y composi-
ción lipídica. Las membranas espermáti-
cas que pueden verse afectadas por la
criopreservación incluyen la membrana
plasmática, la membrana externa del
acrosoma y las membranas mitocondria-
les.
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Componentes de un
sistema CASA
(Microptic/Barcelona,
Versión 2002).

DEFINICIONES

Axonema:
Eje interno del flagelo
o proyección movil 
del espermatozoide
y que permite su
desplazamiento.

Acrosoma: 
Revestimiento interno 
de la cabeza
del espermatozoide, 
cuya principal función 
es perforar
la membrana del
óvulo para penetrar
en el mismo.

Ósmosis:
Paso de una sustan-
cia a través de una
membrana semi
impermeable que
separa las soluciones
de diferentes
concentraciones.

Resistencia omótica:
Capacidad
del espermatozoide 
para captar agua 
cuando este
se encuentra en un
medio hipoosmótico.
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En cualquier caso, la criopreservación,
cuyo propósito es garantizar la supervi-
vencia del semen, causa daños irreversi-
bles en la membrana plasmática, lo que
conlleva la muerte de un gran número de
espermatozoides o, en los supervivientes,
cambios similares a los observados
durante la capacitación espermática, que
provoca un acortamiento de su período
de vida útil.

La evaluación morfológica de la inte-
gridad de la membrana plasmática se
realiza usando la óptica de contraste de
fases, la óptica de contraste diferencial
de interferencia o de Nomarski o las tin-
ciones supravitales, como el verde rápi-
do/eosina o la eosina/azul de anilina, el

tripán azul/Giemsa o el amarillo de naf-
tol/eritrosina. También ha sido valioso el
examen a través de la microscopía elec-
trónica o de barrido, para determinar
aspectos de la integridad espermática.
Actualmente, se están utilizando diversas
tinciones fluorescentes, las cuales pre-
sentan una mayor precisión en el estudio
de las características de la membrana
plasmática. Así, se ha estado usando
ampliamente el diacetato de carboxifluo-
resceína y el ioduro de propidio, visuali-
zándose con esta técnica los espermato-
zoides viables de color verde, frente a los
muertos que se observan de color rojo
anaranjado (Fotografía 1).

Estado del acrosoma

El acrosoma juega un papel funda-
mental en la fecundación y esta impor-
tancia hace que convenga realizar una
valoración específica del mismo. En un
espermatozoide que tenga el acrosoma
en perfectas condiciones se pueden dis-
tinguir tres regiones claramente diferen-
ciadas en la cabeza: la zona acrosomal,
con un borde apical, la zona postacroso-
mal y el segmento ecuatorial entre
ambas. Las muestras seminales con alta
proporción de acrosomas alterados o
ausentes suelen tener una fertilidad baja.
Para determinar el estado del acrosoma
se han usado desde hace mucho tiempo
diferentes tinciones. Entre éstas tenemos
la tinción de eosina/verde rápido, Giemsa
y la de eosina/nigrosina, las dobles y tri-
ples tinciones, basadas en la combina-
ción del azul tripán con otros colorantes y
tinciones comerciales como el Spermac®.
Recientemente, se han utilizado anticuer-
pos acrosomales específicos marcados
con fluorescencia. En el caso de los
espermatozoides bovinos, su tamaño
permite poder valorarlos mediante un
microscopio óptico de contraste de fases
con un objetivo de gran aumento
(Fotografía 2).

Pruebas de funcionalidad
espermática

La membrana espermática es una
estructura dinámica que participa en el
reconocimiento y transporte de molécu-
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Fotografía 1.-
Espermatozoides teñidos 
con ioduro de propidio y 
diacetato de 
carboxifluoresceína.
El espermatozoide
con membrana plasmática 
intacta se observa verde
brillante, el moribundo 
comienza a estar rojo y 
el dañado es claramente 
rojo (1000x).

�

Fotografía 2.-Izquierda, 
espermatozoide con 
acrosoma intacto. 
Derecha, espermatozoide 
con acrosoma dañado 
(1000x).
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las. Estas funciones permiten que el
espermatozoide adapte su metabolis-
mo al medio circundante, proporcio-
nando así un sistema molecular para el
reconocimiento del ovocito. El análisis
de la integridad de la membrana constitu-
ye una información importante en la eva-
luación de la fertilidad del macho.
Además, esta integridad no sólo es fun-
damental para el metabolismo espermá-
tico, sino que también lo es para una ade-
cuada capacitación y reacción acrosómi-
ca, y, por tanto, para la fertilidad del
macho.

Un grupo de pruebas de funcionalidad
espermática que han centrado gran inte-
rés por su simplicidad y su valor predicti-
vo son las de resistencia osmótica. Estas
pruebas se basan en la capacidad del
espermatozoide para captar agua en un
medio hiposmótico y en que la hinchazón
osmótica está asociada con el enrolla-
miento de la cola del espermatozoide,
que se desenrolla cuando la célula es
devuelta a un medio isosmótico.

Dentro de las pruebas desarrolladas a
partir de este fenómeno destaca el test
de endósmosis que consiste en situar los
espermatozoides en presencia de un
medio de presión osmótica más baja que
la fisiológica, lo que causa una entrada de
agua en la célula en un intento de equili-
brar la presión osmótica interna con la
del medio externo. Para que esta res-
puesta se produzca, la membrana plas-
mática del espermatozoide debe estar
íntegra y con los mecanismos de inter-
cambio de fluidos funcionando correcta-
mente. La entrada de agua provoca en

estas células un hinchamiento y enrolla-
miento del flagelo (Fotografía 3). Las célu-
las con la membrana física o funcional-
mente dañada no experimentan cambios
en la forma del flagelo. Los valores obte-
nidos en esta prueba se correlacionan
con otros parámetros de calidad seminal,
como la motilidad, la viabilidad o la mor-
fología. 

Morfología

El análisis morfológico de los esper-
matozoides es uno de los principales
componentes de la evaluación de las
características de una muestra seminal.
La valoración de la morfología del esper-
matozoide se basa en la relación directa
que haya entre la proporción de esper-
matozoides anormales en el eyaculado, el
tipo de defecto morfológico y su relación
con la fertilidad in vivo de los toros.

Atendiendo a una clasificación estric-
tamente morfológica, las anomalías que
puedan generarse se clasifican en ano-
malías en la cabeza, en el tracto interme-
dio y en la cola. Según el órgano donde
pueden haberse generado diferencia-
mos las anomalías primarias y secunda-
rias.

Esta evaluación de la morfología
espermática puede ser utilizada para eli-
minar toros con pobre calidad seminal
(Fotografía 4) y refleja la funcionalidad de
los testículos, epidídimos y glándulas
accesorias, por lo que siempre deben
estar incluidas en las pruebas de evalua-
ción espermática. ■
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Fotografía 3.-Izquierda,
espermatozoide negativo 
al test de endósmosis. 
Derecha, espermatozoide 
endósmosis positivo 
(1000x).

�

Fotografía 4.-Cabeza 
desprendida
de un espermatozoide, 
junto a otro normal (400x).

�

Esquema de un
espermatozoide.
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