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Reproducción Animal Laboratorio 5 Evaluación del semen: apariencia y motilidad Objetivos: Familiarizarse con la apariencia y buena calidad seminal, como así también evaluar la motilidad espermática con ayuda del microscopio. Asignación: La mejor estimación del nivel de fertilidad para un toro es su registro de servicios. En el caso de reproductores jóvenes, no es posible contar con ellos. El registro de servicios de un toro adulto es frecuentemente incompleto e impreciso. Algunos progenitores producen semen satisfactorio para servicio natural pero no de suficiente habilidad de supervivencia para resistir los rigores del proceso de congelamiento usado en los centros de inseminación artificial. Es importante obtener tal información sobre el semen producido por los reproductores, antes de destinarlos para el servicio artificial.. Aún cuando se disponga de registros, es frecuentemente ventajoso evaluar la calidad del semen por técnicas de laboratorio, debido a la existencia de variaciones estacionales y diarias en el semen de los reproductores. Existen varias pruebas cortas para determinar la calidad del semen. Para evaluar la fertilidad del semen se usa generalmente una combinación de dos o más de estas pruebas cortas. La apariencia física del semen y la motilidad inicial de los espermatozoides son las pruebas mas ampliamente usadas en los centros de inseminación artificial. Estas son solamente estimaciones groseras de la calidad, pero son de valor si el registro de servicios de un reproductor ya es conocido. La evaluación de varios eyaculados colectados en un período de varias semanas es una prueba justa para la estimación de la calidad seminal. La evaluación de un solo eyaculado tiene valor limitado Procedimiento La apariencia del semen se registra en el momento de la recolección. Anotaciones concernientes a la consistencia y color pueden ser hechas en el momento de registrar el volumen del eyaculado. Es importante notar la apariencia de cualquier muestra de semen, particularmente identificar las condiciones anormales. La opacidad de semen proporciona una indicación grosera de la concentración. Como mostrado debajo, el eyaculado de un toro típico es mucho más opaco que el de un eyaculado canino típico, reflejando además las diferencias sustanciales en la concentración del esperma. Es normal que el color de un eyaculado varíe entre individuos. Algunos toros, por ejemplo, eyaculan un semen con distinto tono amarillento mientras que la mayoría tienen un color ligeramente cremoso. Alteraciones más dramáticas en el color, se pueden observar cuando se contamina el semen con sangre, en cuyo caso es importante identificar la fuente del sangrado.



Apariencia grosera de los eyaculados



Figura 1. Tubo derecho: eyaculado bovino; tubo izquierdo: eyaculado canino.



Figura 2. Muestra contaminada con sangre.



Motilidad: La motilidad o tasa de movimiento del espermatozoide es observada microscópicamente. Los pasos para realizar este examen son:



1. Calentar un portaobjeto limpio a 37ºC aproximadamente. 2. Mezclar el semen invirtiendo 2 o 3 veces el tubo (no agitar vigorosamente). 3. Colocar una gota de semen sobre el porta caliente y extender la gota. Si se estima conveniente, se puede usar un cubreobjetos. 4. Examine inmediatamente la motilidad usando un objetivo de bajo aumento. 5. Observe el borde de la gota para acertar una aproximación del porcentaje de espermatozoides vivos y activos. Haga esto antes de que el borde comience a secarse. 6. Observe áreas cercanas al centro de la gota para ver la ocurrencia de ondas y el movimiento masal de la gota de semen. 7. Con estas dos observaciones (pasos 6 y 7) puede realizarse una evaluación de la motilidad. Se usan varios diferentes sistemas para la evaluación de la motilidad.



Se recomienda el siguiente sistema, usando una escala de 0 a 5. 0 = Sin motilidad. 1 = Motilidad pobre. Menos del 30% de los espermatozoides están en movimiento es principalmente débil y oscilante, no progresivo. 2 = Motilidad regular. Entre un 20 al 50% de los espermatozoides están en movimiento. El movimiento es vigoroso pero no hay ondas ni torbellinos. 3 = Motilidad buena. Alrededor del 50-75% de los espermatozoides son mótiles. Los movimientos son vigorosos, pero las ondas o torbellinos que pudieran formarse se mueven lentamente a través del campo del microscopio. 4 = Motilidad muy buena. Aproximadamente entre un 70 y 80% de los espermatozoides tiene un movimiento vigoroso rápido. Ondas y torbellino se forman y desaparecen rápidamente, pero no son tan rápidos como en la motilidad excelente. 5 = Motilidad excelente. 80% de espermatozoides o más, poseen un movimiento vigoroso. Remolinos y torbellinos causados por el movimiento de los espermatozoides son extremadamente rápidos y cambian constantemente. Los movimientos son tan vigorosos que es imposible observar a los espermatozoides en el semen sin diluir. Se necesita práctica para determinar una tasa de motilidad consistente y con algún grado de precisión. La misma escala puede ser utilizada para semen difluido, sin embargo un diluyente viscoso puede prevenir la formación de ondas y torbellinos. En este caso el vigor de los movimientos espermáticos y del dilutor formará la base de la motilidad estimada.



Algunos investigadores usan el plan de estimar la motilidad progresiva de los espermatozoides vivos sobre la base de un porcentaje, tal como 80%, 70%, 60%. Este es un muy buen plan. En cualquier sistema de evaluación de la motilidad, son esenciales procedimientos e interpretación uniforme. Principios Los espermatozoides, después del pasaje a través del epidídimo, son las células mótiles. La motilidad del esperma se vuelve crítica en el momento de la fertilización ya que permite o por lo menos facilita el pasaje de los espermatozoides a través de la zona pelúcida. Sin la intervención de la tecnología, un espermatozoide no-mótil o anormalmente mótil no va a poder fertilizar. Por lo tanto, la evaluación de una muestra de una población espermática es quizás la medida de calidad de semen mas extensamente utilizada. Evaluando la motilidad de la mayoría de las especies, los espermatozoides son clasificados como no motiles, con motilidad progresiva o con motilidad no progresiva. Un espermatozoide con motilidad progresiva nada hacia adelante en una línea esencialmente recta, considerando que uno con motilidad no progresiva nada, pero con un camino anormal, como en círculos estrecho.



Otro término que a veces se usa es "motilidad total" qué se refiere al fragmento de esperma que despliega cualquier tipo de movimiento. Este concepto raramente se usa para evaluar el semen animal, pero es la norma para describir la motilidad del esperma humano. Hay una considerable variabilidad entre especies en lo que se considera motilidad normal o aceptable. Por ejemplo, para pasar un examen de salud reproductiva, se recomendaba que los toros tengan mas de un 30% de espermatozoides progresivamente mótiles, sementales mas que el 60% y perros mas del 70%. El hombre normal tiene una motilidad espermática total mayor al 50%. Al analizar la motilidad, es importante saber si la muestra de semen ha sido expuesta de alguna forma negativa. La exposición al calor, frío, cualquier clase de residuo en el equipo de la colecta, o el pH u osmolaridad inadecuada de un extender pueden afectar la motilidad adversamente. La motilidad también es afectada por periodos de inactividad sexual - machos que no eyaculan a menudo por periodos prolongados tienen una pobre motilidad en los primeros eyaculados, pero mucho mejor motilidad para un segundo eyaculado recolectado poco después. Técnicas para la evaluación de motilidad espermática Hay varios medios para evaluar la motilidad. La técnica a usar depende de la experiencia del operador, el deseo de precisión y repetibilidad, y la disponibilidad de equipamiento. En casi todos casos, se informa la motilidad como porcentaje de espermatozoides con motilidad manifiesta (motilidad normalmente progresiva). Estimación manual de la motilidad: Esta técnica normalmente utilizada involucra colocar una muestra de semen diluido en un portaobjetos y examinarla con un microscopio para estimar el porcentaje de la población que es mótil. Más específicamente, una muestra de semen se diluye en un extender o diluyente o solución salina buferada templada (37 ºC), y aproximadamente 10 a 20 microlitros de esta muestra es pipeteada sobre un portaobjetos limpio previamente calefaccionado (37 ºC). Un cubreobjeto se baja hacia la muestra, evitando la formación de burbujas de aire y se examina con un objetivo de aumento de 20X. Por lo menos se examinan diez campos extensamente espaciados para proporcionar una estimación del porcentaje de motilidad. Para evaluar la motilidad se usa el microscopio de campo luminoso con el diafragma de campo cerrado para reforzar el contraste y la habilidad de visualizar los espermatozoides. Una opción mucho mejor es un microscopio de contraste de fase o un microscopio equipado con contraste de interferencia diferencial (DIC). Examine las imágenes de la Figura 3 para apreciar la diferencia en estos tres tipos de microscopía - claramente, los espermatozoides no coloreados son difíciles de observar usando el campo luminoso.



Figura 3: a) izquierda, microscopia de campo luminoso; b) centro, microscopia de contraste de fase; c) derecha; microscopía de interferencia diferencial



Las estimaciones manuales de motilidad son fáciles de realizar y requieren un equipo mínimo. En manos de un evaluador experimentado, las estimaciones manuales proporcionan generalmente buenas estimaciones de motilidad. La limitación principal de esta técnica es su naturaleza subjetiva. Las muestras con motilidad excelente tienden ha ser calificadas con bajo puntaje de lo que ellas deberían ser ("no puede ser tan bueno..") y las muestras pobres tienden ha ser anotadas con puntajes mas altos de lo que deberían tener ("no puede ser tan malo.."). Estimación de la motilidad por el rastro fotográfico: Una muestra de semen es diluida y preparada como se describiera



para una estimación manual. Los espermatozoides son fotografiados utilizando una exposición prolongada, como para que los espermatozoides que se muevan dejen un rastro en la imagen fotográfica (unos 0.2 segundos). Usando esta técnica, los espermatozoides sin movilidad aparecen con su figura completa. Los espermatozoides con motilidad no progresiva dejan rastros que son circulares o anormales. Si se usa una cámara digital, la imagen puede desplegarse en el monitor de la computadora para una tabulación adecuada. Las imágenes de la Figura 4, describen la técnica del rastro de motilidad. En la izquierda, tres espermatozoides con motilidad progresiva están representados por tres rastros rectos. En la izquierda, una huella circular se ve, representando un espermatozoide con motilidad no progresiva. En ambas imágenes se notan espermatozoides sin movimientos.



Figura 4. Evaluación de la motilidad mediante la técnica fotográfica del rastro.



La técnica fotográfica de la estimación de la motilidad requiere más tiempo para realizarla que la estimación manual, pero es objetiva y repetible. Adicionalmente, uno puede guardar las imágenes para un registro permanente. Análisis de motilidad asistido por computadora: Se han desarrollado varios sistemas que permiten analizar la motilidad con la ayuda de una computadora. Estos sistemas adquieren una imagen esencialmente de la misma manera como descrito para la técnica del rastro, y un software de procesamiento digital de imagen procesa y clasifica las huellas y las células sin movimiento. Otras informaciones adicionales se obtienen rápidamente, incluida la velocidad promedio de los espermatozoides y otras características de movimiento.



Preguntas 1. ¿Por qué es el semen que aparenta ser grueso a simple vista, no siempre es de buena calidad? 2. ¿Por qué es tan deseable movimientos progresivos y vigorosos? 3. ¿Cuál es la relación entre la tasa de motilidad y la tasa de concepción? ¿Cual es la más baja tasa que es considerada fértil? 4. ¿Que sucede si se evalúa la motilidad mientras con el semen se enfría?, ¿Cuál debería ser el resultado de tener el porta calefaccionado? 5. ¿Cuales son las principales ventajas y desventajas de la tasa de motilidad como determinante de la calidad del semen? 
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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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Reproducción Animal 
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Domesticación Animal 
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