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RESUMEN

Este trabajo experimental pretendia valorar la calidad in Vitro del semen
canino fresco, asi como evaluar la variacion individual en la calidad seminal de
5 perros de las razas Cobrador de Labrador. Se colectaron un total de cinco
eyaculados de cada perro; Posteriormente, se procedio a evaluar la calidad
seminal (motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de células
con morfoanomalias) después de la coleccion; se observé que la motilidad, la
vitalidad espermética y el porcentaje de células con morfoanomalias no eran
significativamente diferentes de las obtenidas con estudios realizados por otros
autores. Por otro lado, las caracteristicas microscépicas en el semen fresco
fueron précticamente similares entre machos; sin embargo, se observaron
diferencias entre individuos en la calidad seminal, especialmente en la

motilidad espermatica.

PALABRAS CLAVE: Inseminacion artificial, semen fresco, calidad in Vitro,

calidad seminal, motilidad espermatica.



INTRODUCCION

El aumento del valor y las posibilidades de comercializacién de los
cachorros de raza pura asi como el aumento de la importancia de la cria canina
tanto desde el punto de vista econémico, recreativo o para la obtencidén de
perros de trabajo ha impulsado el desarrollo e implementacion de las
biotecnologias reproductivas en esta especie.

El porcentaje de gestaciones obtenido en perras inseminadas con
semen en fresco es muy elevado, tanto si se realiza una inseminacién
intravaginal profunda (Farstad y Andersen Berg, 1989; Forsberg, 1989) como si
se utiliza una técnica de inseminacion intrauterina (Silva y Verstegen, 1995;
Silva y col., 1996). La prueba definitiva para evaluar la fertilidad del semen
canino mediante cualquier protocolo es comparar el porcentaje de gestaciones
que se obtiene tras la inseminacion artificial (Rota y col., 1995). Sin embargo,
es dificil llevar a cabo una comprobacion experimental, ya que es necesario el
uso de un gran numero de animales para obtener conclusiones definitivas. En
muchos estudios realizados in vitro, la calidad seminal del semen se valora
mediante la determinacién de diferentes parametros seminales como la
motilidad, la integridad de la membrana plasmatica, las acrosomias y las
morfoanomalias (Thomas y col., 1993; Ilvanova y col., 1997; Pefia y Linde-
Forsberg, 2000a, b; Pefia y col., 2003; Alamo y col., 2005).

La Inseminacion Artificial (IA) ha beneficiado el mejoramiento genético en los
perros de raza pura. El desarrollo de IA (la primera generacion de
biotecnologias reproductivas), junto con la evaluacion de semen ha hecho
posible la distribucion por el mundo de material genético a un bajo costo.
(Fastard W.).

Es asi que en el mundo, por aproximadamente 5 décadas, muchas

camadas han nacido a partir de 1A con semen fresco, refrigerado y congelado.



En la clinica reproductiva diaria las variables asociadas al manejo del
semen fresco, la técnica de IA implementada y la detecciéon del momento de
mayor fertilidad; estan fuertemente influenciadas por el entrenamiento del
operador actuante, a la infraestructura de la clinica en la que se realiza el
procedimiento y al estado de salud y nutricion de los reproductores utilizados
(9, 10, 11, 12, 13). Estos hechos se relacionan tanto con las particularidades de
la fisiologia reproductiva de la hembra como con la especial sensibilidad del
semen canino, y la falta de desarrollo en esta area. (12, 14). Es asi que son
necesarias investigaciones dirigidas a mejorar la habilidad para mantener la
capacidad fecundante del semen en caninos y obtener asi tasas de prefiez y
tamafios de camada satisfactorios. Para que sea posible la interaccién 6vulo-
espermatozoide y el comienzo de una nueva vida, un namero suficiente de
espermatozoides fértiles debe arribar a la ampolla para encontrarse con los
0ocitos y que ocurra asi la secuencia de eventos necesarios para la fertilizacion
(15, 16).
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l. ANTECEDENTES

Hasta hace poco tiempo, se practicaba IA exclusivamente con semen
fresco, el cual no era evaluado. En muchos paises de Europa asi como en
Estados Unidos la IA con semen fresco es una préactica rutinaria. Este método
puede ser implementado con bajo costo, facil manejo y moderada
infraestructura, mejorando asi las posibilidades del uso del semen de
reproductores valiosos.

Este hecho es el resultado tanto de la pérdida de viabilidad espermatica
(poblacion de espermatozoides muertos) como de las alteraciones funcionales
instauradas en la poblacion sobreviviente (28).

La prueba definitiva para evaluar la fertilidad del semen canino mediante
cualquier protocolo es comparar el porcentaje de gestaciones que se obtiene
tras la inseminacion artificial (Rota y col., 1995). Sin embargo, es dificil llevar a
cabo una comprobacién experimental, ya que es necesario el uso de un gran
namero de animales para obtener conclusiones definitivas. En muchos estudios
realizados in vitro, la calidad seminal del semen se valora mediante la
determinacién de diferentes parametros seminales como la motilidad, la
integridad de la membrana plasmatica, las acrosomias y las morfoanomalias
(Thomas y col., 1993; Ivanova y col., 1997; Pefia y Linde-Forsberg, 2000a, b;
Pefla y col., 2003; Alamo y col., 2005). Diferentes autores han intentado
establecer una correlacién entre la fertilidad obtenida con una muestra de
semen y la valoracibn seminal in vitro de los diferentes parametros
mencionados anteriormente (Rota y col., 1995). La motilidad parece ser el

mejor indicador de la fertilidad seminal (N6thling y col., 1997).
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I.I. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL PERRO
2.1. Organos genitales.

2.1.1. Escroto

Es un saco membranoso dividido por un séptum medio en dos
cavidades, ocupadas cada una por los testiculos, epididimo y parte distal del
cordon espermatico. Esta situado entre la region inguinal y el ano (Sisson et
al., 1993).

Un mauasculo especial en la piel del escroto, el dartos, regula la
proximidad de los testiculos a la pared abdominal influyendo asi sobre su
temperatura (Allen, 1992). La red compleja de suministro de sangre también
contribuye a mantener la temperatura de los testiculos por debajo de la
temperatura normal del cuerpo. Esto facilita el desarrollo 6ptimo de los
espermatozoides (Cunningham, 1999; Davol, 2000).

2.1.2. Testiculos

Los testiculos del macho canino son relativamente pequefios, tienen
forma oval o redondeada, su eje mayor es oblicuo y esta dirigido dorsal y
caudalmente (Allen, 1992; Sisson et al., 1993). Atraviesan el canal inguinal
entre los 4 y 5 dias de edad (Cunningham, 1999), y alcanzan su ubicacién en el
escroto en 35 dias (Allen, 1992).

2.1.3. Epididimo

El epididimo es largo, extremadamente enrollado sobre si mismo e
intimamente unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie lateral del
testiculo (Allen, 1992; Sisson et al.,, 1993). Es una estructura formada por
cabeza, cuerpo y cola. Los espermatozoides maduran en su paso a través de

él, y en el perro, este recorrido se efectia en 14 dias (Allen, 1992).
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2.1.4. Conductos deferentes

Los conductos deferentes, son la continuacion de la cola del epididimo,
con una ampolla estrecha en el perro y entran a la superficie craneo dorsal de
la prostata (Cunningham, 1999; Davol, 2001; Sisson et al., 1993). Este
conducto transporta los espermatozoides desde el epididimo hasta la uretra, y

tiene un didametro de 1 mm aproximadamente (Allen, 1992).

2.1.5. Cordon espermatico

El cordon espermatico comienza en el anillo inguinal profundo, donde
sus partes constituyentes se juntan, se extiende oblicua y centralmente a través
del canal inguinal y pasa junto al pene para terminar en el borde de insercion
del testiculo.

Esta formado por las siguientes estructuras:

1. Arteria testicular.
Venas testiculares.
Linfaticos que acompafan a las venas.
Plexo testicular de nervios autbnomos.
Conductos deferentes, arteria y vena.

Haces de tejido muscular liso alrededor de los vasos.

N o g~ Wb

Capa visceral de la tanica vaginal.

El corddn espermaético y la tinica vaginal son largos y cruzan al lado del pene
muy oblicuamente. El extremo mas superior de la tdnica esta algunas veces

cerrado, de modo que no existe anillo vaginal (Sisson et al., 1993).

2.1.6. Canal inguinal

Los vasos espermaticos y el conducto deferente penetran en el
abdomen a través de un espacio estrecho en los muasculos de la pared

abdominal, que se conoce como el canal inguinal (Allen, 1992)..
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2.2. Glandulas genitales accesorias

2.2.1. Glandulas vesiculares

Las glandulas vesiculares no estan presentes en el perro (Cunningham,
1999; Sisson et al., 1993).

2.2.2. Prostata

Allen (1992), considera a la préstata como la Unica glandula accesoria
en el perro. La prostata es relativamente grande y a menudo esta alargada,
especialmente en los animales viejos (Cunningham, 1999; Sisson et al., 1993).
Es de color amarillento y con una estructura densa. Se localiza a la altura del
borde craneal del pubis o cerca de él, rodeando el cuello de la vejiga y la
uretra (Sisson et al., 1993). Es una estructura bilobulada en la entrada de la
pelvis. La uretra atraviesa la glandula antes de llegar a la base del pene. La
prostata aumenta normalmente de tamafio segun avanza la edad. Esta
glandula produce una secrecion transparente que es expulsada al interior de la
uretra; ésta secrecion es conocida como fluido prostatico, y constituye la

primera y tercera fraccion del eyaculado; tiene poder bactericida (Allen, 1992).

2.2.3. Glandulas bulbo uretrales

Las glandulas bulbouretrales no estdn presentes en el

perro (Cunningham, 1999).

2.3. Genitales externos

2.3.1. Pene

El pene estd compuesto de raiz, cuerpo y glande. En su parte caudal
existen dos cuerpos cavernosos visibles, separados por un tabiqgue medio. En
su parte craneal hay un hueso, el os penis, que es un hueso rodeado por el
glande (Allen, 1992; Sisson et al., 1993). En los perros grandes alcanza una
longitud de 10 cm. o mas. Esta considerado como una parte del cuerpo
cavernoso que se ha osificado (Sisson et al., 1993).

14



El glande es muy grande y se extiende sobre toda la longitud del pene;
su parte craneal, llamada pars longa glandis, es cilindrica, con un extremo libre
puntiagudo, constituye las tres cuartas partes distales del glande y termina en
la abertura de la uretra; caudalmente existe un alargamiento redondeado,
llamado bulbo del glande, que sin ereccion es dificil de apreciar, pero que
cuando el pene se encuentra en ereccidn consiste en un abultamiento mas o
menos esférico responsable de la fijacion del pene en la vagina de la perra
durante el apareamiento (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).

2.3.2. Prepucio

El prepucio forma una vaina completa alrededor de la parte craneal del
pene (Sisson et al., 1993). Cubre completamente el pene no erecto (Allen,
1992).

La capa mas externa es ordinariamente integumento. Las capas internas son
delgadas, de color rojizo y aglandulares. Presenta una mucosa que se continlda
con la mucosa del pene en el glande peniano. En estas capas hay muchos
ndédulos linfaticos, que son especialmente grandes y a menudo prominentes en

el fondo de la cavidad prepucial (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).

2.3.3. Uretra masculina

Este conducto tiene la misidon de transportar tanto la orina como el
semen al extremo del pene (Allen, 1992). La parte pelviana de la uretra es
relativamente grande. Su primera porcion se extiende desde la vejiga y esta

cubierta por la prostata (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).
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lIl. ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION

3.1. Hormonas Hipotalamicas

3.1.1. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

Es producida en el hipotalamo (en la base del encéfalo) y transportada
hasta la glandula pituitaria anterior (adenohipdfisis) mediante un sistema
especializado de vasos sanguineos. Esta hormona determina de forma
selectiva la liberacion de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y de la
Hormona Luteinizante (LH) (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991), éstas dos
hormonas (FSH y LH) participan en el control de la reproduccién en mamiferos
machos y hembras (Ruckebusch et al., 1991).

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), se libera en
pulsaciones casi cada dos horas. Su liberacion se aumenta por la
noradrenalina y el estradiol. También influyen en la liberacion de GnRH las
feromonas que estimulan el bulbo olfatorio y sefiales luminosas que actdan en
la retina. La dopamina, opiodes y endorfinas inhiben la descarga de GnRH.
También el tratamiento prolongado con corticosteroides y el estrés tienen una
retroalimentacion negativa en la produccion de GnRH por el hipotadlamo.
Cuando los niveles de estradiol son altos, el GnRH favorece la produccion de la
Hormona Luteinizante (LH) en lugar de Hormona Foliculo Estimulante (FSH).
En contraste, altas concentraciones de progesterona y bajas de estrogenos
apoyan una produccion hipotalamica de GnRH, dando asi prioridad a producir
FSH (Ruckebusch et al., 1991).

3.2. Hormonas Hipofisiarias

3.2.1. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Es sintetizada y liberada en la adenohipofisis por estimulacion de la
hormona liberadora de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH) (Ruckebusch et
al., 1991). En la hembra es la responsable de estimular el desarrollo de los
foliculos en los ovarios (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991). No han sido bien

determinadas las concentraciones circulantes en la perra (Allen, 1992). La
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sintesis y liberacion de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), esta bajo la
influencia de altas concentraciones sostenidas de estradiol. Por el contrario una
elevacion de progesterona aumenta la produccion de GnRH, estimula la
produccion de FSH (Ruckebusch et al., 1991). En el macho es responsable de
la estimulacién de algunos de los procesos en la espermatogénesis (Allen,
1992; Ruckebusch et al., 1991).

3.2.2. Hormona Luteinizante (LH)

Es producida en la adenohipdfisis por estimulacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH) (Ruckebusch et al., 1991).
En la hembra es liberada en forma de pulsaciones cortas y la frecuencia de
éstas pulsaciones aumenta 1 6 2 semanas antes de comenzar el proestro. Las
concentraciones circulantes aumentan hasta alcanzar un maximo 48 horas
antes de que ocurra la ovulacién, por eso se le conoce como hormona
ovulatoria (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991). Su funcion es estimular la
maduracién, luteinizacion y ovulacion de los foliculos ovaricos (Allen, 1992), y
mantiene la luteinizacion folicular en la hembra que ovula (Ruckebusch et al.,
1991), por lo cual se considera luteotrdfica (mantiene el funcionamiento de los
cuerpos luteos) (Allen, 1992).

En el macho es la responsable de la estimulacion de las células
intersticiales (células de Leydig) en el testiculo para producir testosterona y
dihidrotestosterona, y por lo tanto se le conoce como hormona estimulante de
las células intersticiales (ICSH) (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991).

Al inicio de la pubertad, los niveles altos de Hormona Luteinizante
inducen a los testiculos para producir testosterona, que llevara a la maduracién

de los espermatozoides (Davol, 2001).

3.2.3. Prolactina

Producida y liberada por la adenohipdfisis. Actia sobre la glandula mamaria
para estimular la produccion de leche. Sus concentraciones en sangre suelen
aumentar de acuerdo a la disminucién de las concentraciones de progesterona,

aungue en algunos casos la progesterona puede estimular la liberacién de
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prolactina. La prolactina también es considerada luteotrofica (mantiene el

funcionamiento del cuerpo lateo) (Allen, 1992).

3.3. Hormonas foliculares

3.3.1. Estrégenos

Hormonas esteroides producidas en la perra por foliculos en crecimiento.
Los principales son 1l7a-estradiol, 17p-estradiol y estrona, algunos de los
cuales pueden ser conjugados. Las concentraciones circulantes aumentan
poco dias antes del inicio del proestro, posteriormente se produce un aumento
brusco de sus concentraciones en sangre, alcanzando su maximo 48 horas
antes de la oleada de LH (Allen, 1992).
Los estroégenos determinan cambios que tienen lugar en el proestro,
como pueden ser: (Allen, 1992)
a) Flujo vaginal
b) Engrosamiento de la mucosa vaginal
c) Cambio en la consistencia de la mucosidad cervical
d) Tumefaccién de la vulva

e) Produccion de feromonas

3.3.2. Progesterona

Es una hormona esteroide producida por foliculos maduros y por el
cuerpo lateo. Las concentraciones circulares aumentan cuando los estrogenos
alcanzan su maximo, al final del proestro. La hormona es producida por las
células de la granulosa en vias de luteinizacion en los foliculos intactos (Allen,
1992).

Los valores en el plasma aumentan de forma constante a un promedio
de 2 a 3 ng./ml. y se incrementan en el momento de la ovulacion a mas de 5
ng./ml. (5 a 8 ng./ml.), las concentraciones maximas se alcanzan unos 20 dias
después de finalizado el estro, se encuentre la perra en gestacion o no.
Posteriormente se produce un descenso gradual hasta sus valores minimos,
que son alcanzados 60 a 70 dias después de la ovulacion (Allen, 1992 Davol,
2000 Hutchison, 2001).
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3.3.3. Prostaglandinas

En la perra la produccion espontanea de prostaglandina por el Gtero no
es responsable de la lisis de los cuerpos luteos, tal como sucede en otras
especies. Los cuerpos lateos en la perra dejan de ser funcionales de forma
gradual debido a la ausencia de un apoyo tréfico (LH y/o prolactina) o porque
tienen un ciclo vital limitado (Allen, 1992), de 63 dias en las hembras prefiadas

y de 100 dias en las hembras no gestantes (Esquivel, 2002)

3.3.4. Andrégenos

Son producidos por células en los testiculos que forman pequefios islotes
entre los tubulos seminiferos; estas son las células intersticiales o células de
Leydig (Allen, 1992).

La conversibn de testosterona a dihidrotestosterona inducira el
desarrollo de la glandula prostata, la uretra masculina, el pene, y el
escroto (Allen, 1992; Davol, 2001). Después, los testiculos descienden al
escroto y completan el desarrollo del sistema reproductor masculino (Davol,
2001). Los efectos adicionales de la testosterona incluiran la induccién de otras
caracteristicas fisicas del género asi como los rasgos de conducta, incluyendo
la conducta de apareamiento y marcando de territorio con orina (Allen, 1992;
Davol, 2001). En los perros adultos las concentraciones de testosterona en
plasma varian entre 0,5 y 5,0 ng./ml. En perros castrados, los valores son
inferiores a 200 ng./ml. (Allen, 1992).

Se desconocen las funciones de éstas hormonas en la perra, pero se
sabe que sus concentraciones circulantes alcanzan un maximo al mismo

tiempo que la oleada de LH (Allen, 1992).

3.3.5. Inhibina

Esta es una hormona producida en los testiculos por las células de Sertoli que
inhibe la liberacién de FSH (Allen, 1992; Davol, 2000; Ruckebusch et al., 1991).

No se ha demostrado su existencia en el perro (Allen, 1992)
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IV. FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

4.1. Fisiologia de la Reproduccién del Macho

El testiculo es el 6rgano de apoyo para el sistema reproductor masculino; sin
embargo hay que recordar que todas las funciones testiculares se encuentran

influenciadas por el sistema neuroendocrino (Cunningham, 1999).

4.1.1. Espermatogénesis

Constituye un proceso complejo mediante el cual se producen los
espermatozoides (células germinativas masculinas) en los tubos seminiferos de
los testiculos (Allen, 1992; Cunningham, 1999; Davol, 2001). Las células
llamadas espermatogonias, que son las precursoras de los espermatozoides,
se dividen de forma normal (mitosis) para dar origen a muchos espermatocitos.
Los espermatocitos se dividen posteriormente mediante meiosis, por lo que el
namero normal de cromosomas queda reducido a la mitad (39) en las células
resultantes que son llamadas espermatidas y se describen como haploides
(con la mitad del ndmero normal de cromosomas; las células con 78
cromosomas son llamadas diploides; en este numero se incluyen los dos
cromosomas sexuales). Las espermatidas se transforman en espermatozoides
mediante un complejo reagrupamiento de los organelos; basicamente el ndcleo
pasa a formar la cabeza del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el
acrosoma, y las mitocondrias y centriolos intervienen en el desarrollo de la
cola. La mayor parte del citoplasma queda en las células de Sertoli que
aparecen sobre la membrana basal de los tubos seminiferos que regulan la
metamorfosis de espermatida a espermatozoide (Allen, 1992; Cunningham,
1999).

La espermatogénesis comienza a los 4 meses de edad aunque los
espermatozoides no aparecen en el eyaculado hasta los 10-12 meses (Allen,
1992). En el macho reproductor, la produccion de semen es directamente
proporcional al tamafo testicular. El semen se guarda en los compartimientos
extragonadales del epididimo y el conducto deferente (Cunningham, 1999;
Davol, 2001). La cantidad de semen reservada dependera de la frecuencia e

intervalos entre eyaculaciones. Subsecuentemente la eyaculacién frecuente
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puede causar una reduccion en el rendimiento del semen, ya que las reservas
de semen se vacian segun informes recibidos practicando una eyaculacion por
dia, durante 5 a 7 dias. Por consiguiente, una vez que se vacian reservas, el
namero de espermatozoides total sélo sera representado por la produccién
diaria de semen por los testiculos. Por ésta razén la recoleccion de semen se
realiza cada dos dias, para permitir que vuelva a tener reservas de
espermatozoides (Davol, 2001).

Existen pocas pruebas a favor de que el eyaculado de un perro que
realiza cubriciones de forma infrecuente contendra un numero elevado de
espermatozoides anormales (Allen, 1992). Por el contrario, los machos con alta
demanda pueden experimentar fertilidad menos 6ptima en ciertos momentos a
lo largo de sus afos reproductores. La calidad del semen, por consiguiente, es
afectada a menudo por factores como la edad, el grado de excitacion,
frecuencia de eyaculacion, técnica de la coleccibn y manejo de la
muestra (Davol, 2001).

El ciclo de la espermatogénesis, es decir, desde la division del
espermatogonio hasta la aparicion del espermatozoide en el eyaculado, tarda 8
semanas; durante 2 de éstas semanas los espermatozoides maduran en el
epididimo (Allen, 1992).

4.1.2. Control de la temperatura

La espermatogénesis no puede producirse con la temperatura normal
del organismo en la mayoria de los mamiferos. Los mecanismos que
mantienen los testiculos del perro mas frios que el resto del organismo segun
Allen (1992), Cunningham (1999) y Davol (2001) son:

a) Los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco
escrotal.

b) El masculo cremaster puede influir sobre la distancia que media entre
el cuerpo y el testiculo.

c) El musculo dartos en la pared escrotal puede influir sobre el tamafio

del escroto y, en consecuencia, sobre la posicion de los testiculos.

21



d) La disposicion de los vasos sanguineos en el cordon espermatico
permite la refrigeracion de la sangre arterial mediante el retomo

sanguineo en el plexo pampiniforme.

4.1.3. Transporte del semen

Los espermatozoides llegan inmaduros a la cabeza del epididimo;
presentan una gota de citoplasma residual en el cuello. Las células maduran
durante su paso a lo largo del epididimo que se debe posiblemente a la
produccion constante de mas semen en el testiculo. Al entrar en el conducto
deferente la gota (perla) se mueve hacia el extremo distal de la pieza media o
es expulsada del espermatozoide, que ahora se considera maduro (Allen,
1992). Una vez maduros, los espermatozoides emigran de los testiculos al
epididimo donde se almacenan. Un extremo del epididimo se adelgaza en el
conducto deferente, el tubo a través del cual el espermatozoide maduro pasa
para dejar el escroto (Davol, 2001).

4.1.4. Ereccion

La ereccidn es un acontecimiento psicosomatico en el que intervienen los
sistemas vascular, neurolégico y endocrino (Cunningham, 1999). Consiste en
la tumescencia del pene como resultado de una acumulacién de sangre en sus
tejidos provocada por la constriccion del retorno venoso (Allen, 1992;
Cunningham, 1999). Los factores que estimulan la ereccion en la mayoria de
los animales son el olor de una hembra en celo (estro) y la asociacién entre
rutina y coito, las vias mediante las que tales estimulos inician la ereccion son
probablemente nerviosos, aunque no se conocen completamente (Allen, 1992).

Lo primero que aparece es un engrosamiento del bulbo del glande.
Entonces el collar del glande se engruesa parcialmente. Este engrosamiento se
propaga a todos los espacios cavernosos. Cuando el pene esta completamente
erecto, el epitelio esta muy tenso y las venas superficiales son prominentes
(Sisson et al., 1993).

En los perros solamente se produce una ligera ereccion antes del coito;
la penetracion se ve favorecida por la rigidez del hueso peniano y la ereccién
total se produce una vez que el pene ha sido introducido en la vagina de la
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perra (Allen, 1992), el bulbo del glande se alarga tanto que no puede ser
retirado de la vagina (Allen, 1992; Sisson et al., 1993); por tanto, el macho y la
hembra quedan enlazados juntos durante 5 6 hasta 60 minutos (Sisson et al.,
1993). Solo después de disminuir la ereccién puede separarse el macho de la
hembra (Allen, 1992). La ereccidn disminuye porque después de la eyaculacion
se produce un aumento en el tono del musculo liso mediado por el nervio
simpatico a nivel sacro, aumentando la salida de sangre de los espacios
cavernosos, ademas de producir una contraccion del muasculo retractor del
pene que retira el pene hacia el interior del prepucio (Cunningham, 1999), en el
perro la detumescencia del bulbo, ocurre antes que en la corona y en el collar

del pene (Sisson et al., 1993).

4.1.5. Eyaculacion

Las contracciones del musculo uretral impulsan los fluidos procedentes de
los conductos deferentes y de la prostata hacia la uretra (Allen, 1992), es decir
durante la eyaculacion, el espermatozoide se arrastrara del epididimo a travées
del conducto deferente y se combinara con liquido seminal, secretado por la
glandula de la prostata, en la uretra de la préstata antes de expelerse (Davol,
2001).

El perro eyaculara el semen en tres fragmentos (Allen, 1992; Davol, 2001).

e Primera fraccion:

La primera fraccion del eyaculado es la fraccion preespermatica que es un
volumen pequefio de fluido claro (Davol, 2001) que se elimina durante la
excitacion sexual inicial. Su volumen es variable aunque generalmente es de
unos 0,5 ml. Puede ser eyaculada mientras el perro estd empujando al
intentar introducir su pene en la vagina de la perra, o puede ser expulsada
tras la penetracion. Procede de la prostata y su funcion puede ser la de lavar
la vagina de restos de orina (Allen, 1992).

e Segunda fraccion

La segunda fraccién es eyaculada generalmente después de la penetracion,
cuando el macho deja de empujar (Allen, 1992), sin embrago hay quien
afirma que durante la eyaculacion de este segundo fragmento, el perro

empujara vigorosamente (Davol, 2001). Esta porcién del eyaculado es rica
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en espermatozoides y su volumen suele ser de 0,5 a 1 ml. (Allen, 1992;
Davol, 2001). Procede de los conductos deferentes y es depositada en la
mitad anterior de la vagina al completarse la ereccién del pene (Allen, 1992).
Durante y poco después de la eyaculacion de esta fraccion, el perro desea
instintivamente girar, e incluso intentara caminar encima del brazo de la
persona que realiza la recoleccidén si se esta realizando la recoleccion de

semen por medio de una vagina artificial (Allen, 1992; Davol, 2001).

e Tercera fraccion:

La tercera fraccion procede de la préstata, suele ser expulsada mientras los
perros permanecen en pie, grupa con grupa y unidos (Allen, 1992; Davol,
2001). Su volumen puede ser de 15 a 20 ml. en razas grandes y depende
probablemente del tiempo que permanecen unidos. La funcién de la tercera
fraccion del eyaculado consiste probablemente en arrastrar a la segunda
fraccion, rica en espermatozoides, desde la vagina craneal hacia el utero de
la perra (Allen, 1992), sin embargo, no siempre es favorable el efecto de la
tercera fraccion sobre los espermatozoides ya que se trata de fluido
prostético (Davol, 2001). Al final de la eyaculacibn se produce Ila
desinflamacion del pene y su retirada de la vagina (Allen, 1992).

V. EVALUACION DE LOS REPRODUCTORES

El éxito de la reproduccion en caninos esta intimamente relacionado con:

1) Estado de salud y nutricion de los reproductores.

2) Deteccion del momento de mayor fertilidad de la hembra.

3) Tipo, manejo y calidad del semen utilizado.

4) Implementacion de una técnica adecuada de IA.

Si se cumplen con estos requisitos, la probabilidad de éxito sera alta

mientras que, en caso contrario, sera una experiencia frustrante (Stornelli et al.,

2001). Usada correctamente, la evaluacion del semen es una herramienta util

para mejorar la calidad global de todas las razas caninas. Si se utiliza para
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eliminar caracteristicas indeseables genéticamente o para potencializar las
deseables (Foster y Smith, 2001)

5.1. Evaluaciéon del macho reproductor
La eleccién de un macho reproductor depende de:

e Su habilidad fisica de copular.
e Su conducta para copular (es decir su livido).

e La produccion de una muestra normal de semen (Davol, 2001).

Si cualquiera de estos factores falla, entonces disminuye la probabilidad
de que la perra con la que se realice la cruza o la Inseminacion Artificial (1A),
resulte gestante. Desde el punto de vista fisico, la nutricion apropiada y el
ejercicio, son esenciales para asegurar la fertilidad en el macho. A los machos
gue son utilizados para la reproduccion se les debe practicar un examen fisico
completo para su evaluacion; ortopédica, neuroldgica, endocrinoldgica, y del
sistema genital antes de llevar a cabo el cruzamiento 6 la Inseminacion
Artificial (Davol, 2001).

Con respecto a la calidad de semen, la fertilidad no necesariamente
depende de la edad del perro, parece ser mas dependiente de la fase del
semen dentro del eyaculado (semen inmaduro o viejo) o cambios morfolégicos
gue ocurren en los espermatozoides (Davol, 2001). Es facil estudiar al macho
debido a que la produccion de espermatozoides es constante, y no depende de

un ciclo reproductivo (Esquivel, 2002).

VI. COLECCION DE SEMEN

Para la recoleccion del semen, es imprescindible que el macho se
encuentre en un lugar tranquilo, de ser posible conocido por él, en donde no se
muestre nervioso ni distraido (Villalba, 1997). Los suelos resbalosos y las

personas que visten de blanco pueden desanimar al perro (Allen, 1992).
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La recoleccion de semen de un perro es muy sencilla. Una hembra en
calor (teaser) se trae junto al macho, y cuando €l intenta montarla, su pene se
remite en wuna vagina artificial y se estimula para causar una
eyaculacion (Villalba, 1997; Davol, 2001; Foster y Smith, 2001). Generalmente
se sujeta el pene con la mano derecha del operador, situado en el lado
izquierdo del perro (Allen, 1992).Se comienza proporcionando estimulo manual
al pene (haciendo masaje rapido a través del prepucio). Una vez que la
ereccién ocurre, el prepucio se retrae hasta el punto que la persona que realiza
la recoleccion pueda poner el cono colector o vagina artificial en el pene erecto,
y entonces debe sostener herméticamente el pene y el cono colectivo, y se le
aplican contracciones ritmicas simulando el encogimiento vulvar de la perra
que ocurre durante la copula (Allen, 1992; Davol, 2001).

Si el bulbo del glande est4 demasiado inflamado y no es posible sacar el
glande del prepucio; el perro sera separado de la hembra hasta que haya
remitido la ereccion, o puede intentarse recoger el semen con el glande en el
interior del prepucio pero este proceder puede resultar incobmodo para el
perro (Allen, 1992).

La presencia de la hembra es util para excitar al macho y hacer la
coleccion mas facil, ya que durante el estro, se excretan compuestos organicos
conocidos como feromonas en la vagina de la hembra y éstos quimicos son
responsables de atraer a los machos aun a distancias largas (Purswell y
Parker, 2000; Foster y Smith, 2001). Sin embargo, tales hembras no siempre
estan disponibles cuando se realiza la recoleccion de semen a un macho.
Cuando esto sucede, una practica comun es preservar hisopos de algodén
congelados que fueron humedecidos en la vagina de una hembra cuando
estaba celo. En el momento de la recoleccion del semen, los hisopos pueden
pasarse alrededor del area de la cola de cualquier perra o perro (incluso uno
castrado). EI macho respondera entonces a ella como si estuviera en calor
(Foster y Smith, 2001). Un error en la recoleccion del semen puede desquiciar
al perro y provocar un trauma psicolégico (Allen, 1992).
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6.1. Equipo Necesario para Realizar la Colecciéon de Semen
Canino

Los equipos de coleccion deben ser estériles o se deben desinfectar
antes de usar. Es importante saber que ciertos factores externos como
temperaturas extremas, exposicion a los lubricantes y quimicos encontrados en
latex y recipientes de plastico usados para la recoleccion de semen pueden
afectar adversamente a los espermatozoides (Davol, 2001).

Generalmente el equipo para realizar la recoleccion de semen consiste
en un cono de latex adherido a un tubo centrifugo de plastico (Davol, 2001),
pero éste método no resulta ideal porque dificulta la recogida de las fracciones
por separado y porque el latex puede ser toxico para los
espermatozoides (Allen, 1992).

Por otro lado el uso de la vagina artificial que consiste basicamente en
un tubo cilindrico lleno de agua caliente; resulta un procedimiento totalmente
inadecuado porque:

e Esinnecesario.

e Su empleo es complicado e incémodo.

e Permite un contacto prolongado entre el semen y la cubierta de latex
gue puede originar la inmovilidad total de los espermatozoides (Allen,

1992).

En base a lo anterior Allen (1992), recomienda el uso de uno o dos
embudos de cristal o de plastico, para facilitar la recoleccién del semen
teniendo la ventaja de poder recolectar por separado las fracciones del
eyaculado. El plastico no se rompe, pero debido a que es ligero no se puede
detener con firmeza y puede ser desalojado de la mano de la persona que
realiza la recoleccion, por una patada del perro o por un movimiento de la
cola (Allen, 1992).

En perros muy agresivos o0 en los que no logran eyacular por la técnica
manual, puede utilizarse electro eyaculacion, con sedacion previa del paciente
(Stornelli et al., 2001).
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Cuando la coleccion esta completa, el perro debe ser supervisado para
asegurar que el pene tiene una regresion normal y retorna a su posicion natural

dentro del prepucio (Davol, 2001).

Antes de planificar una Inseminacién Artificial o la recoleccion del semen
para su preparacion, se obtendrd una muestra de semen del perro para
determinar su calidad y familiarizar al animal con el procedimiento (Allen,
1992).

6.2. Manejo del Semen Canino para la Inseminacion Artificial

El perro eyaculara el semen en tres fragmentos. El primer fragmento es
la fraccion preespermatica que es un volumen pequefio de fluido claro. El
segundo fragmento es un fragmento nublado, rico en espermatozoides. Antes
de eyacular el tercer fragmento que consiste en fluido prostatico claro, el perro
normalmente desmontara e intentard caminar encima del brazo de la persona
que realiza la recoleccion (Allen, 1992; Davol, 2001).

Durante los movimientos violentos de empuje no es momento para la
recoleccion del eyaculado porque serd la primera fraccion carente de
espermatozoides (Allen, 1992), por otro lado, Davol (2001) afirma que es
durante los movimientos de empuje vigoroso cuando se estad eyaculando la
segunda fraccion (rica en espermatozoides) (Davol, 2001). La segunda fraccion
se eyacula mediante 4-10 contracciones uretrales. Si es posible se recogera
por separado en el segundo tubo de ensayo, pero si es muy concentrada y de
pequefio volumen, pueden ser necesarios varios mililitros de la tercera fraccién

para arrastrarla del embudo de recogida al tubo de ensayo (Allen, 1992).

Si el semen recolectado va a ser guardado, en lugar de ser usado para
la inseminacién inmediata, es importante que la persona que realiza la
recoleccion quite el tubo que contiene los primeros dos fragmentos antes de la
eyaculacion del fluido prostatico (Davol, 2001). Ya que agregar el fluido
prostatico durante el procesamiento de congelacion del semen canino afecta
adversamente la motilidad y viabilidad de los espermatozoides, sin embargo, el

fluido prostatico no parece afectar la motilidad y viabilidad de espermatozoides
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refrigerados. El fluido prostatico, en cualquier sistema de preservacion, no
afecta la integridad del acrosoma de los espermatozoides (Sirivaidyapong et
al., 2001). Resulta sorprendente que los espermatozoides incubados in vitro en
fluido prostatico sean menos viables que los incubados en diluyentes
comerciales para semen canino (Davol, 2001).

Pero si la inseminacion sera realizada inmediatamente, el fluido
prostatico puede recolectarse con los primeros dos fragmentos para rendir un
volumen de semen total que sea suficiente para la inseminacién (Davol, 2001).

El semen debe manejarse como material biolégico potencialmente
peligroso, como todo los fluidos del cuerpo. Ya que existen muchos organismos
bacterianos que infectan a los perros y pueden ser transmitidos a los humanos
durante la recoleccién del semen. Por lo tanto, el semen representa un riesgo
potencial para la salud. Es esencial que la persona que realiza la recoleccion y
el evaluador del semen, practiguen las precauciones basicas para reducir
riesgos de infeccién. (utilizando equipo protector como guantes y anteojos,
lavarse las manos, desinfeccion apropiada del equipo o el manejo de todo el

equipo contaminado como material biologico peligroso) (Davol, 2001).

6.3. Evaluacion del Semen Canino
El conocimiento de la calidad de semen de un macho destinado a la

reproduccién nos permitird estimar las probabilidades de éxito en la utilizacion
del mismo para realizar Inseminacion Atrtificial (IA) con semen fresco o
criopreservado (Stornelli et al., 2001). Por medio de la evaluacion del semen
también podemos confirmar que la espermatogénesis en un perro joven es
normal, antes de comenzar a usarlo como semental. También se puede
comprobar la produccion de semen en un macho que ha padecido alguna
enfermedad reproductiva o después haber sometido al semental a una terapia

con farmacos (Allen, 1992).
Las células espermaticas se verifican para asegurar que tengan una

concentracion suficiente, motilidad adecuada, y que son anatémicamente

normales. Esto se hace porque sabemos que en muchos machos "estériles”, el
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problema no es la produccion células espermaticas, sino que los
espermatozoides pueden tener anormalidades, y son incapaces de viajar a
través de los oviductos de la hembra, o no pueden penetrar el 6vulo para que
ocurra la fertilizacion (Foster y Smith, 2001). En el perro la informacion
disponible sobre la relacion entre calidad del semen y fertilidad es escasa

comparada con otras especies (Stornelli et al., 2001).

Davol (2001) recomienda para la evaluacion de semen, que la coleccion se
divida en dos partes:
1. El preesperma y fragmento rico en espermatozoides.

2. El fragmento del fluido prostatico (Davol, 2001).

Por otra parte deben examinarse los sedimentos de los fragmentos para
descartar la presencia de las células sanguineas, células inflamatorias, células
epiteliales o bacterias que pueden ocasionar desérdenes en el sistema
reproductor masculino (Davol, 2001). Para evaluar el semen eficazmente se
debe utilizar el fragmento espermatico con la minima contaminacién de fluido
prostatico (Fayrer, 1996). Sin embargo, para la valoracion completa de la
funcién reproductora masculina, es aconsejable coleccionar el fluido prostéatico

separadamente con el propdsito de realizar un cultivo (Davol, 2001).

Para realizar una Inseminacion Artificial (I1A) deben utilizarse s6lo muestras
evaluadas como normales (Davol, 2001).Ya que el semen de baja calidad se
relaciona no solo con bajos porcentajes de prefiez, sino también con la baja
produccion de cachorros(Stornelli et al., 2001).

Con la evaluacion del semen no puede asegurarse que un perro es fértil
0 no lo es, porque la fertilidad incluye la capacidad de montar y copular con
normalidad, lo que puede determinar si es fértil o no lo es, es el nimero de
cachorros que ha producido ese semental y con cuantas hembras. Es decir,
los perros que producen semen de baja calidad (escasa motilidad, niumero
reducido, muchos espermatozoides anormales) son fértiles si los
apareamientos son repetidos en las proximidades del momento de ovulacion de
la perra, esto puede aumentar la probabilidad de que quede gestante, aunque

debe esperarse que muchas ocasiones no haya éxito (Allen, 1992).
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Ninguna caracteristica por si sola es una medida precisa de fertilidad, para que

un macho se considere bueno como semental (Birchard y Sherding, 1996).

6.3.1. Evaluacion Macroscépica del semen canino

El semen debe colectarse bajo las condiciones Optimas y debe protegerse, de
cambios como la temperatura y la luz (Fayrer, 1996). Esta evaluacion se realiza
inmediatamente después de la recoleccion e incluye volumen, color, olor y
pH (Allen, 1992; Fayrer, 1996). Cualquier agente (orina, pus, sangre) que
contamine el semen afecta la concentracion, motilidad y la vida de los

espermatozoides (Birchard y Sherding, 1996).

6.3.1.1. Volumen

No esta relacionado con la fertilidad (Corona, 2001), pero es necesario
registrar el volumen de la porcién espermatica para poder calcular el nimero
total de espermatozoides por eyaculado. Se mide en un tubo de ensayo
graduado, o comparando dicho tubo con el tubo de la muestra, la consistencia
de la muestra sera una buena orientacién para decidir si contiene un namero
suficiente de espermatozoides (Allen, 1992). La fraccion espermatica puede
medir desde 0.5 ml. (Allen, 1992), pudiendo llegar a 6 ml., pero esto varia de
acuerdo a la edad, tamafo del perro, frecuencia de colectas, cantidad
colectada de liquido prostatico, época del afio, etc. (Corona, 2001).

6.3.1.2. Color

El color normal del semen va desde un color blanco a blanco
opaco (Fayrer, 1996; Birchard y Sherding, 1996), aunque dependera de la
concentracion espermatica (Corona, 2001). En caso de infeccion del aparato
reproductor, el semen presenta una coloracion verdosa (Fayrer, 1996; Birchard
y Sherding, 1996; Corona, 2001), o verde amarillento que denota la presencia
de neutrdfilos (Fayrer, 1996). Un color café denota una protatitis (Fayrer, 1996),
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y un color amarillo indica contaminacion con orina (Fayrer, 1996; Corona,

2001), que es espermicida (Fayrer, 1996).

6.3.1.3. Olor

El olor normal del semen es caracteristico, ligeramente aromatico (sosa
o cloro); su modificacion es considerada patologica, y por lo general es debido

a contaminaciones (Corona, 2001).

6.3.1.4. pH

El pH normal se encuentra en un rango de 6.3 a 7, dependera de la
cantidad de liquido prostatico de la tercera fraccion, ademas de evaluarse con

tira reactiva, que es un método muy subjetivo (Corona, 2001).

6.3.2. Evaluacion Microscoépica del semen canino

El examen microscopico del semen debe realizarse inmediatamente

después de recolectarlo (Birchard y Sherding, 1996).

La evaluaciéon microscépica del semen normalmente considera: (Morton, 1986)
e Evaluacién de la motilidad espermatica.
e Concentracion espermética.
e Cuenta espermatica total.
e Relacion de espermatozoides vivos y muertos.
e Andlisis morfoldgico de las células espermaticas.
e Otras células.

e Cultivo de semen.

6.3.2.1. Evaluacion de la motilidad espermatica

La motilidad es una variable de gran importancia en la calidad seminal.
Se estima que un semen de buena calidad debe poseer no menos del 70 % de

espermatozoides con motilidad progresiva. En el semen congelado la motilidad
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espermatica luego del descongelado es el mejor indicador de fertilidad
(Esquivel, 2002; Stornelli et al., 2001).

La motilidad espermatica se valora colocando una gota de semen sobre
un portaobjetos caliente, se coloca encima un cubreobjetos, y se observa al
microscopio con objetivo de 40 aumentos (Allen, 1992; Fayrer, 1996). Se
calcula el porcentaje de los espermatozoides que nadan activamente, en lineas
relativamente rectas, a través del campo de visién. La motilidad descendera
segun pase el tiempo de permanencia del portaobjetos sobre la platina del
microscopio (probablemente debido al efecto de la luz y del enfriamiento). La
motilidad de las células espermaticas puede ser afectada por la temperatura y
por sustancias toxicas presentes en el equipo utilizado para la recoleccion de la
muestra (Allen, 1992).

6.3.2.2. Concentracion espermatica

Suele determinarse mediante la dilucion de la muestra con el 20% de
agua, es decir, para obtener una dilucion 5:1 (semen: agua), por ejemplo, 20
ml. de eyaculado mezclados con 4 ml. de agua, esto matara a los
espermatozoides del perro de forma que pueden ser contados. Se coloca un
cubreobjetos sobre una camara de recuento de Newbauer y la muestra diluida
es introducida al igual que se realiza para el recuento de células
sanguineas (Allen, 1992).

En el microscopio con objetivo de 40 aumentos (seco fuerte), se cuenta
el nimero de espermatozoides en cinco cuadrados grandes; se obtiene el
promedio de cuatro recuentos (horizontal, vertical o diagonalmente), al nUmero
promedio de espermatozoides en cinco cuadrados se le agregan 0000 y ésta
serd la concentracién de espermatozoides por mm?® (Allen, 1992).

Corona (2001), menciona un numero de 200 a 1000 millones de
espermatozoides por ml. Pero se piensa que la fertilidad normal es posible
cuando la cuenta esperméatica es mayor de 200 millones de espermatozoides
normales vivos en el eyaculado (Birchard y Sherding, 1996), por el contrario las
cuentas menores de 100 millones han sido asociadas con infertilidad (Fayrer,
1996).
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6.3.2.3. Cuenta espermaética total

Es necesario registrar el volumen de la porcion espermatica para poder
calcular el nimero total de espermatozoides por eyaculado. Este se mide en un
tubo de ensayo graduado, la consistencia de la muestra sera una buena
orientacion para decidir si contiene un numero suficiente de espermatozoides
(Allen, 1992).

La cuenta de espermatozoides totales en un macho sexualmente
descansado abarcan reservas de semen, mas el semen diario producido por
los testiculos. Las reservas de semen se vacian segun informes recibidos una
vez por eyaculacion por dia durante 5 a 7 dias. Por consiguiente, una vez que
se vacian las reservas, el numero de semen total s6lo sera representado por la
produccion diaria de semen por los testiculos (Davol, 2001); por lo tanto la
calidad del semen canino no se ve influenciada por el momento de su
eyaculacion anterior, siempre que el perro no haya eyaculado ya en ese mismo
dia; sin embargo, si un perro intranquilo proporciona una muestra de baja
calidad, hay que repetir el examen (Allen, 1992).

Las lesiones en los tubos seminiferos a consecuencia de enfermedad
escrotal o testicular, reducen la cuenta espermatica (Birchard y Sherding,
1996).

6.3.2.4. Relacion de espermatozoides vivos y muertos

El porcentaje vivo de la poblaciébn celular espermética puede
determinarse por medio de la observacion del semen en un microscopio con el
objetivo de 40 aumentos. Se cuentan 10 células esperméticas y se determina el
namero de células vivas. Este procedimiento se realiza de 4 a 5 veces, y se
estima un promedio. Este valor es importante considerarlo para determinar la

dosis de inseminacion para una perra (Fayrer, 1996).

6.3.2.5. Analisis morfoldgico de las células espermaticas

El significado de las alteraciones morfolégicas de los espermatozoides

es un parametro muy poco estudiado (Stornelli et al., 2001). El semen debe ser
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valorado mediante el estudio del mismo al microscopio, que nos permitira

conocer si hay o no anormalidades morfologicas (Villalba, 1997).Sin embargo,

la evaluacion microscopica de semen no es ninguna garantia de que el semen

sea capaz de fertilizar, ya que puede haber fallas a nivel molecular del ADN en

los espermatozoides que provoquen la esterilidad (Foster y Smith, 2001). Con

la evaluacion microscépica la subjetividad del andlisis hace dificil cualquier

comparacion de resultados (Iguer-ouada y Verstegen, 2001a).

Segun Allen (1992), los perros que no producen espermatozoides, o que tienen

una mala calidad de semen pueden:

Haber sido tratados con esteroides anabdlicos o con otros andrégenos;
su efecto suele ser reversible y el eyaculado volvera a ser normal en 2
meses.

No haber eyaculado bien, generalmente por nerviosismo.

Haber padecido una parada espermatogénica; estos perros son
inicialmente fértiles aunque padecen una degeneracion testicular rapida

y asintomatica que provoca aspermia permanente. (Allen, 1992).

El procedimiento para realizar el andlisis morfolégico de las células

espermaticas consiste en (Allen, 1992; Fayrer, 1996):

Una combinacion de colorantes

1. Nigrosina

2. Eosina
Se colocan varias gotas del colorante nigrosina/eosina en un tubo de
ensayo y se calientan en un bafio maria durante 2 minutos.
Afadir una gota de semen.
Con una pipeta, se coloca una gota de la mezcla colorante/semen sobre
un portaobjetos.
Se realiza una extension fina, al igual que se hace en la preparacion de
una extensiéon para hematologia.

Dejar secar la extension.
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e Examinar el portaobjetos en el microscopio con objetivo de 100

aumentos usando aceite de inmersion.

En la extension se aprecian las siluetas de los espermatozoides, sobre un

fondo negro por la nigrosina (Allen, 1992).

La morfologia de la célula espermatica se subdivide en tres grupos (Allen,
1992; Fayrer, 1996; Corona, 2001):

e Células normales.

e Células anormales primarias.

e (Células anormales secundarias.

Basandose en Allen (1992) y Corona (2001), puede hacerse la siguiente

clasificacion morfolégica de las anormalidades de la célula espermética:

a) Anormalidades primarias:
e Doble flagelo.

e Cola doblada.

e Microcéfalo.

e Macrocéfalo.

e Cabeza alargada.

e Cabeza doble.

e Cabeza periforme

b) Anormalidades secundarias:

e Cabezay cola sueltas.

e Anomalias de la cabeza:

e Desprendimiento o separacion prematura del acrosoma.
e Acrosomas protuberantes.

e Defecto de créter.

e Anomalias del cuello:

e Cuello torcido.

e Cuello roto.
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e (Gota citoplasmatica intermedia.
e Anomalias en la pieza media:

e Gota citoplasmatica distal.

e Unidn al cuello.

e Anomalias en la cola:

e Colatorcida.

e Cola enrollada.

Se ha observado que la presencia de gota citoplasmatica proximal tiene
relacion con la pérdida de la capacidad fecundante del espermatozoide. Por el
contrario, la presencia de gota citoplasmatica distal no se ha relacionado con
pérdida de fertilidad seminal. Ambos defectos disminuyen la resistencia
espermatica al congelado. Algunos autores han comunicado, que los defectos
espermaticos primarios y secundarios no deben exceder el 30 o 40 % de la

muestra (Stornelli et al., 2001).

6.3.2.6. Otras células

Pueden verse células pequefas redondas (eritrocitos o neutrdfilos). Los
eritrocitos se observan en los eyaculados de perros con edades superiores a
los 5 aflos y tienen origen indudablemente en la glandula prostata, y suelen

aparecer sin que exista enfermedad clinica (Allen, 1992).

6.3.3. Cultivo del semen

Un cultivo de semen para identificar bacterias es a menudo dificil de
interpretar debido a los numerosos microorganismos que normalmente habitan
en la uretra y el prepucio. Sin embargo, cuando el numero de bacterias en la
muestra es muy elevado pueden indicar infeccion (Davol, 2001). El cultivo de la
fraccion rica en espermatozoides identifica a los microorganismos que se
originan en testiculos y prostata (Birchard y Sherding, 1996) y preferentemente
debe estar libre de fluido prostéatico (Fayrer, 1996).

Ademas, los cultivos de fluido prostatico pueden ser utiles para
identificar organismos asociados con prostatitis o disfuncion prostéatica (Davol,
2001; Birchard y Sherding, 1996).
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VIl.- OBJETIVOS

1. Evaluacién macroscopica del semen fresco en caninos de la raza
cobrador de labrador.

2. Evaluacién microscopica del semen fresco en caninos de la raza
cobrador de labrador.

3. Determinar la calidad del semen evaluado.

VIII. Justificacion

Es importante destacar que el proceso de evaluacién de semen canino
es de mediano a un alto costo, pudiendo implementarse con equipamiento y
moderado entrenamiento del operador. En nuestro pais permitira a los Médicos
Veterinarios de practica privada brindar un nuevo servicio, aumentar sus

ingresos y mejorar su practica diaria.

Procesos adecuados de evaluacién determinaran un porcentaje de
células espermaticas dafadas. Lo cual forma parte de los factores que
permiten altos porcentajes de prefiez y un mayor tamafio de camada.

Con el desarrollo de la evaluacion de semen junto con la determinacion
exacta del momento de mayor fertilidad de la hembra y una adecuada técnica
de IA, esta biotecnologia brindara grandes posibilidades en el futuro. (Stornelli
et al., 2001).
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IX. MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio en la Ciudad de Torreén, Coahuila. Los animales
utilizados pertenecian a diferentes propietarios, que nos cedian periédicamente
sus perros para la obtencion del semen. Se utilizaron 5 ejemplares de la raza
Cobrador de Labrador; con edades entre 2-4 afios y un peso medio de 28 kg.
Un mes antes de comenzar el estudio, los perros fueron entrenados para la

obtencion de semen mediante estimulaciéon manual.

Material requerido para el estudio.

Portaobjetos

Cubreobjetos

Microscopio de luz visible

Material para tincion

Gasas

Jeringas (1,3,5,10 ml)

Guantes exploracion y estériles (latex)
Agua destilada

Cémara (newbauer)

Agitador

Bozal

|. Tela adhesiva

m. Material para la coleccion del semen

AT T SQTo o0 o

Material biolégico

Los animales experimentados fueron proporcionados por diferentes

propietarios de la ciudad de Torredn, Coahuila.

Se colectaron 10 muestras de semen fresco canino mediante estimulacion
manual. De cada eyaculado se recolectaron las tres fracciones. Los donantes
fueron 5 perros de la raza Cobrador de Labrador sexualmente maduros y con
antecedentes de ser buenos reproductores; con una edad promedio de 3 £ 1

afios y un peso promedio de 35 + 5 kg.

Recogida y evaluacion seminal.

El semen se recogia mediante estimulacion manual sobre el bulbo
penenano, depositando el eyaculado en un tubo de plastico graduado y
atemperado (Pefia y Lide-Forsberg, 2000a; Yildiz y col., 2000). Se obtenia dos
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eyaculados por semana de cada perro, durante un total de cuatro semanas
consecutivas. Por tanto, en esta experiencia se utilizaron cuatro eyaculados de
cada uno de los cinco machos. Inmediatamente tras la recogida, la fraccidon
espermética era analizada para determinar su volumen, concentracion vy
motilidad, asi como el porcentaje de vitalidad y de morfoanomalias. El volumen
seminal se determinaba directamente en el tubo de recogida (Rota y col.,
1999). Para calcular la concentracion, una parte proporcional de semen se
diluyo (1:40) en solucién salina formolada (Mickelsen y col., 1993; Rijsselaere
y col., 2002). El porcentaje de motilidad se calculaba por valoracion de
una muestra de semen, usando un microscopio de contraste de fases, provisto
de una placa calentadora (37°C), a 100 y 200 aumentos (N6thling y col., 1997;
Pefa y col., 2003; Alamo y col., 2005).

El porcentaje de vitalidad y de morfoanomalias se determiné mediante
una extension de eosina-nigrosina (Nothling y col., 1997; Hewitt y col., 2001),
utilizando un microscopio de contraste de fases a 1000 aumentos; valorando un
minimo de 200 espermatozoides por eyaculado. Los espermatozoides se
clasificaron en vivos y muertos (membrana dafada y tefidos); ademas, las
morfoanomalias se contabilizaron en funcién de su localizacion (cabeza, cuello,

pieza intermedia o cola).
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X. RESULTADOS

La Tabla 1, muestran la calidad seminal en fresco de los donantes. Al
valorar el volumen y la concentracion seminal, se observaba que el macho 1
presentaba un menor volumen (p<0.05) que los machos 2 y 3, y una
concentracion significativamente mayor (p<0.05) que los machos 4 y 5. No se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de motilidad y vitalidad
cuando se comparaban entre si los diferentes ejemplares; la motilidad tenia un
valor alrededor del 90% (rango individual: 85-95%) mientras que la vitalidad

media era superior al 94% (rango individual: 88-97%). EI numero de
morfoanomalias era inferior al 10% en todos los perros.
Perros |Eyaculados Volumen |Concentracion | Motilidad | Viabilidad |Morfoanomalias
por perro (ml)/ (x 10 ® células (%) (%) (%)
eyaculado /ml)

Arak 8 2.5 1300 90 95 6
Bruno 8 3 800 91 95 4
Canelo 8 3.5 1100 90 90 4
Hosh 8 2 770 90 90 3

Maclovio 8 2.5 700 90 89 5
MEDIA 8 2.61 884.08 90.20 91.72 4.17
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XI. Conclusion

La clave para tener éxito en cualquier programa de la cria es la
planeacion. Esto es mas importante cuando se trata de la evaluacién de
semen. Ahora que nosotros tenemos evaluado el semen y preparado un
producto de buena calidad, pensamos en la perra reproductora.

En situaciones donde tenemos una cantidad muy limitada de semen. Es
mejor una perra que ha sido buena reproductora en el pasado. Lo que quiero
decir; es que tenga ciclos estrales normales, concibe sin dificultad, y llega al
término sin complicaciones.

Todas las perras, primerizas 0 no, debe examinarse para Brucella canis
y micoplasma. Estas infecciones se transmiten durante el apareamiento y el
contacto casual podria transmitir estas enfermedades de un animal a otro sin
reproducirse. Al mismo tiempo puede verse afectada la calidad del semen a

utilizar.
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