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Reproducción Animal Laboratorio 8 Evaluación del semen: Morfología Espermática Objetivos: El propósito de este laboratorio es enseñar la morfología de los espermatozoides, práctica en la preparación y tinción de frotis, y determinar el porcentaje y tipo de espermatozoides anormales encontrados en el semen. Asignación: Realizar frotis de muestras de semen equino y caprino. Introducción La relación de la morfología espermática con la fertilidad de los reproductores ha sido ampliamente estudiada. Es imposible fijar los límites exactos con respecto al número de espermatozoides anormales y dañados y la fertilidad. Puede haber anormalidades en la cabeza, pieza media, o cola; las cuales pueden interferir con la motilidad progresiva y la fertilidad de los espermatozoides. Un excesivo número de espermatozoides anormales, producirán probablemente baja fertilidad del semen. Un semen de alta calidad no debería contener mas de un 5 al 15% de formas anormales totales; un semen promedio posee entre un 15 al 20% de anormalidades, mientras que un semen pobre posee arriba del 30% de espermatozoides morfológicamente anormales. Hay una amplia variación de espermatozoides anormales entre semen de diferentes toros y entre eyaculados de un mismo toro. La micro-estructura del espermatozoide ha sido estudiada en detalle por muchos investigadores, mediante el uso del microscopio electrónico y microscopia de contraste. El espermatozoide mamífero, de forma de renacuajo, es una célula singular muy compleja. La cabeza, la cual varía en forma de acuerdo a la especie, contiene el núcleo donde están localizados los cromosomas portadores de los genes que determinas los rasgos característicos. La relación entre los cambios en el acrosoma espermático y la fertilidad del semen de diferentes toros, también como los cambios ocurridos durante la conservación, congelamiento y descongelamiento, es estudiado. Hay sin dudas, mucha información adicional acumulada durante años de investigaciones relacionadas con la acción enzimática, química y cambios morfológicos que ocurren en el espermatozoide. Al estudiar la morfología espermática debe tenerse cuidado con el shock térmico o de alterar el espermatozoide por cualquier artefacto de técnica antes del examen. Los fluidos de dilución de distinta osmolaridad que la del semen, pueden producir anormalidades en el espermatozoide. El shock frío durante la recolección o en el enfriamiento del semen, puede causar un incremento en las anormalidades comúnmente denominadas colas enrolladas. Otras deformaciones pueden ocurrir por cualquier otro factor, tales como rayos X, nutricionales o disturbios endocrinos, los cuales interfieren con la espermatogénesis normal. Por lo tanto, para estimar los espermatozoides morfológicamente anormales, se debería prestar atención siempre a las condiciones ambientales y de manejo del reproductor. En algunos casos el daño en la espermatogenésis es de naturaleza genética, por lo que debería centrarse atención en los ancestros. Procedimiento 1.



Colocar 2 o 3 gotas de cualquier buffer fisiológico (tal como fosfato) sobre un porta limpio.



2.



Adicionar una gota de semen



3.



Extender con un segundo porta (no ejercer presión excesiva sobre el segundo porta, esto podría causar daño al espermatozoide)



4.



Secar el frotis al aire.



5.



Teñir el semen con Rosa de Bengala.



6.



Secar por 5 – 10 minutos, luego lavar el exceso de colorante sumergiendo el porta en agua destilada.



7.



Secar y contar. Generalmente se cuenta un total de 333 espermatozoides, utilizando campos al azar sobre diferentes partes del frotis. Contar bajo objetivo seco (a 1000 aumentos aproximadamente). El número total de espermatozoides anormales contados es luego multiplicado por 3 y dividido por 10, para obtener el porcentaje de anormalidades.



El colorante Rosa de Bengala se prepara de la siguiente manera: 



3 gr. de polvo de Rosa de Bengala







99 ml. de agua destilada







1 ml. de formalina al 40%



Cualquier solución colorante debe ser isotónica con el semen y debe proveer un fondo que facilite el examen microscópico del frotis. Preguntas 1.



¿Cuales son los tipos más comunes de anormalidades espermáticas? ¿Como interfieren estas anormalidades con la fertilidad del esperma?



2.



Explique por qué un semen grueso no siempre es un buen semen (considere la motilidad también como la morfología).



3.



¿Cuales son las limitaciones del examen morfológico cuando se usa como teste de calidad del semen?



Morfología Espermática



Anormalidades Primarias



Anormalidades Secundarias



Diferencias entre Especies



Lectura adicional Morfología espermática (*) *http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/motility.html) Una parte importante de cualquier examen de salud reproductiva es una evaluación de la morfología espermática. Principalmente, se examinan el tamaño y forma de la cabeza, pieza media y cola. La información adicional puede ser obtenida evaluando la integridad de los acrosomas y membrana espermática. Los espermatozoides de las distintas especies varían en el tamaño y forma. Por ejemplo, el toro y el hombre, tienen espermatozoides con las cabezas de forma de paleta o remo, los espermatozoides de los roedores tienen la cabeza en forma de gancho, mientras que los espermatozoides de pollo tienen la cabeza ahusada y es casi difícil distinguir la pieza media. Las imágenes de espermatozoides de rata, toro y de pollo (Figura 1), mostradas debajo, están todos en la misma amplificación.



Figura 1. Espermatozoides de rata, toro y gallo a una misma amplificación. Los resultados de un examen de morfología espermática se informan como porcentaje de formas normales. Siempre es el caso que un determinado porcentaje de espermatozoides en un eyaculado sea morfológicamente anormal, pero cuando esa fracción es excesiva, la fertilidad puede disminuir. También es útil sub clasificar la población anormal en los tipos de anormalidades observados. Dos tipos de clasificación se usan normalmente: las anormalidades pueden ser clasificadas como afectando la cabeza, pieza media o cola. El tipo más básico de esquema de clasificación diferencia entre anormalidades primarias y anormalidades secundarias: Sitio anatómico del defecto: El problema puede involucrar la cabeza, pieza media o cola. Algún espermatozoide anormal puede tener defectos en más de un sitio. Defectos primarios vs. defectos secundarios: Los defectos primarios son más severos y se piensa que se originan mientras los espermatozoides todavía están dentro del epitelio seminífero de los testículos. Los defectos secundarios son menos serios y se originan durante el pasaje por el epidídimo o maltrato después de la eyaculación. Algunos autores cuestionan la utilidad o base fisiológica de este modelo de clasificación. Preparación de los Portaobjetos para un Examen Morfológico Básico Se han inventado muchas técnicas de tinción diferentes para el examen de morfología espermática. La tinción de eosina-nigrosina se usa normalmente porque es eficaz, simple, además de permitir visualizar los espermatozoides prontamente, es una tinción denominada "vivos-muertos", permitiendo evaluar la integridad de la membrana al mismo tiempo que la morfología. La técnica para preparar un portaobjetos con la tinción eosina-nigrosina es como sigue:     



Tenga el portaobjeto y al tinción de eosina-nigrosina precalentada a la temperatura del cuerpo. Pipetee una gota de tinción sobre un extremo de un porta limpio y desengrasado, luego pipetee una pequeña gota de semen al lado de la tinción. Ponga el borde de otro porta sobre las gotas de tinción y de semen – rote varias veces de un lado a otro para mezclar los espermatozoides con la tinción, luego unte el segundo porta por la superficie del primero. Seque el porta rápidamente poniéndolo sobre una platina térmica u ondeándolo de un lado a otro en el aire. Examine usando un microscopio del campo luminoso (usando un objetivo 40-100X).



La tinción eosina-nigrosina produce un fondo oscuro (nigrosina) sobre el que los espermatozoides se presentan como objetos ligeramente rosados. Los espermatozoides vivos normales no se tiñen y aparecen de color blanco, mientras que los espermatozoides "muertos" (es decir aquéllos con pérdida de integridad de la membrana) toman la eosina y se observan con un color rosado (Figura 2).



Figura 2: tinción vital eosina-nigrosina Otra tinción que puede usarse es el azul de toluidina. Esta tinción produce preparaciones muy buenas, pero es más difícil y lenta que de eosina-nigrosina. Finalmente, una técnica preferida por muchos para evaluar la morfología espermática es no usar ninguna tinción en absoluto, pero visualizar los espermatozoides bajo microscopía de interferencia diferencial. Los espermatozoides se fijan primero con glutaraldehido, y puede guardarse por periodo prolongados en esa solución. Este procedimiento es particularmente útil para evaluar la integridad acrosomal.



Ejemplos de Anormalidades Morfológicas



Figura 3. Izquierda. Espermatozoides con cabezada doble (toro; tinción eosinanigrosina). Derecha: espermatozoide con cabeza deformada junto con 4 espermatozoides normales (toro; azul de toluidina).



Figura 4. Izquierda: cabeza alargada (toro; tinción eosina-nigrosina). Derecha: cabeza alargada (toro; azul de toluidina).



Figura 5. Izquierda: cabeza piriforme (forma de pera) y torcida, pieza media anormal (toro; tinción eosina-nigrosina). Derecha: cabeza deformada y gota proximal (toro; azul de toluidina)



Figura 6. Izquierda: Gota citoplasmática proximal (toro; azul de toluidina). Derecha: Gota citoplasmática distal (toro; azul de toluidina).



Figura 7. Izquierda: cabeza suelta (toro; eosina-nigrosina). Derecha: cola o pieza media doblada (toro; eosina-nigrosina)



Figura 8. Izquierda: cola enrollada (toro; eosina-nigrosina). Derecha: pieza media/cola enrollada en un espermatozoide y gota proximal en otro (toro; eosina-nigrosina) 
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Mundo Animal 

Almohada de Plumas. Los pájaros soñolientos a menudo esconden el pico entre las plumas cálidas de la espalda o del pecho
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Domesticación Animal 

caballo y dromedario (Arabia), elefante (Pakistán), camello (Uzbekistán), reno (Siberia), búfalo (Tailandia), gato y bur
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Reproducción Animal 

El azul de metileno es un colorante quinoide el cual puede ser hidrogenado para formar una base incolora. Ciertas enzima
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Reproducción Animal 

Revise los capítulos asignados en los textos. Use ropa vieja porque tendrá que concurrir a los corrales. Asegúrese con t
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Mundo Animal 

Si tienes un gato en casa o ves uno en ... Los gatos grandes como las chitas y los leones a menudo duermen boca ... suav
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Reproducción Animal 

Los toros jóvenes producen de 2 a. 5 ml, frecuentemente la consistencia es fina o acuosa por masturbación si excesiva. L
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Reproducción Animal 
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Reproducción Animal 

antibióticos tales como kanamicina y amikacina son también usados ampliamente,. 5. en el caso del semen congelado, el gl
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Reproducción Animal 

test los espermatozoides muertos al momento del inicio de la prueba absorben el colorante y aparecen rosados. (tinción e
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Mundo Animal 

¿Duermes boca arriba como un león? ¿Cuándo duermes? ¿Has pensado alguna vez en cómo duermen los diferentes animales? Cad
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Carga Animal 

Forraje b) Estimación con Disco medidor (Pasturómetro). Se estima la densidad volumétrica, relacionando la altura del fo
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3 ene. 2015 - Volumen 1, nº 1. GACETA. ANIMAL. APRENDE. ⇒. ¿Cómo viven los osos pola- res? ⇒. ¿Cuál es su hábitat? ⇒. ¿C
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PASIÓN ANIMAL 

El balance no puede ser más que positivo: se trata de uno de los mejores estrenos de este año. C. Pedro de Valdivia 065
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Diversidad Animal 

b) Crustáceos c) Insectos d) Miriápodos. •Exoesqueleto. •Apéndices articulados. •Ojos compuestos con omatidios. •Muda co
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ANIMAL PLANET 

undurchdringliche Regenwälder: Diese Dokumentarserie zeigt Jäger und Gejagte des ... In "Dunkle Wildnis - Räuber der Nacht" wagt sich Tier-Experte Brandon.
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Carga Animal - Sitio Argentino de Producción Animal 

Por lo tanto, la carga se expresa en E.V./ha ganadera/período (día, mes, año, etc ... La carga animal de un campo es uno
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Volumen de la Publicación Periódica: Número de Página del comienzo del. Artículo. Por ejemplo: Lussier, J. G., P. Matton
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