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TEMA: “CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL ESPERMATOZOIDE
DEL COBAYO (Cavia porcellus) EN EL CANTON LATACUNGA”

RESUMEN

La importancia de esta investigacion con el tema “Caracterizacion morfologica
del espermatozoide del cobayo (cavia porcellus) en el canton Latacunga” en el
cual se plantea como objetivo principal determinar la morfologia del
espermatozoide de cobayo, se utilizd los instrumentos de laboratorios de la

Universidad y animales que fueron comprados en distintas zonas de Latacunga.

Se utiliz6 30 animales machos adultos se aplico la técnica de slicing epidydimis
para la recoleccion de los espermatozoides mediante las pruebas macroscopicas y
microscopicas como el color, pH, motilidad individual, vitalidad espermatica y la
concentracion espermatica, se realizé la medicion mediante el programa infinity

analysis

El espermatozoide del cobayo presenta una cabeza ovalada en algunos se presenta
con el extremo distal achatado y su acrosoma se visualiza claramente, presenta

una pieza media larga y su cola es larga.

El espermatozoide del cobayo tienen una media de 102,53 pm, la cabeza mide
8,81 um de largo y 7.41 um de ancho, se nota claramente el acrosoma en la
cabeza el cual tiene una media de 1,95 pm, la pieza intermedia tiene una media de
9,31 um vy la cola mide aproximadamente 84,41 pm. Se determind que el color de
semen de cobayo es blanco cremoso con una media de pH de 7,3%, un 86,7% de
espermatozoides vivos, una movilidad espermatica de 73,5% y un 32% de

espermatozoides anormales.

VI



ABSTRACT

The importance of this research with the theme "Morphological sperm guinea pig
(Cavia porcellus) in Latacunga Canton" in which it arises as main objective to
determine the sperm morphology guinea pig instruments University laboratories
was used and animals that were purchased in different areas of Latacunga. 30
male adult animals technique slicing epidydimis to collect sperm was applied
using macroscopic and microscopic tests such as color, pH, individual motility,
sperm vitality and sperm concentration was used, the measurement was performed
by the infinity program analysis. Guinea pig sperm has an oval head some
presented with the distal end flattened and acrosome is clearly displayed, it has a
long half piece and its tail is long. Guinea pig sperm have an average of 102.53
microns, the head measures 8.81 microns long and 7.41 microns wide, clearly
note the acrosome in the head which has an average of 1.95 microns, the
intermediate piece It has an average of 9.31 .mu.m and the tail is about 84.41
microns. It was determined that the color guinea pig semen is creamy white with a
mean pH of 7.3%, 86.7% of living sperm, a sperm mobility of 73.5% and 32% of

abnormal sperm.
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INTRODUCCION

En la actualidad la mayoria de la poblacion se dedica a la crianza de cuyes por sus
ventajas como un ciclo reproductivo corto y animal de facil adaptacion a
diferentes ecosistemas. La presente investigacion se realizara con el fin de
conocer la diferencia morfologica del espermatozoide del cobayo (cavia
porcellus) para saber el porcentaje espermatozoides normales y anormales.

(Barrera, 2010)

La pubertad en cobayos machos se presenta a partir de los 40 a 70 dias, pero esto
no quiere decir que estén en la edad Optima para engendrar por cuanto no estan
bien desarrollados fisicamente ni maduros sexualmente, pudiendo adelantarse por

la utilizacion de una alimentacion de alta calidad. (Fuquay, 2003)

Las alteraciones morfoldgicas espermaticas se presentan en todas las especies
causando problemas reproductivos. En cada eyaculacion habra espermatozoides
anormales. Si los espermatozoides anormales son mas del 25% del total
eyaculado, se puede anticipar una reduccion de la fertilidad. Aparecen
anormalidades de todo los tipos, pero la primera en aparecer y en la tltima en

desaparecer son los incrementos de las gotas citoplasmaticas. (Fuquay, 2003)

Los trastornos gonadales son la causa mas frecuente de alteraciones de la
espermatogénesis, en cuya etiopatogenia concurren diversos factores: causas
genéticas y alteraciones cromosomicas. Defectos en el empaquetamiento del
ADN, mal descenso testicular; procesos inflamatorios, alteraciéon en el mecanismo
de regulacion de la temperatura escrotal (varicocele), exposicidn a compuestos

quimicos toxicos (agroquimicos), firmacos. (Osuna, 2010)

La viabilidad celular espermatica decrece rapido y substancialmente luego de la
eyaculacion. Muchos investigadores, especialistas en reproduccion animal estan
tratando de disefar el “andlisis seminal ideal”, que valore adecuadamente y

prediga la fertilidad de una muestra seminal. Asi, el andlisis de semen ideal seria



aquel que de forma sencilla y eficaz permitiera conocer de manera predictiva la

capacidad fecundante de un eyaculado. (Mellisho, 2010)

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la morfologia del espermatozoide de (cavia porcellus) mediante

microscopia para caracterizar en el canton Latacunga

Objetivo Especifico

e Determinar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
espermatozoides del cobayo (cavia porcellus) mediante la técnica de
slicing epididimis para determinar la calidad espermatica.

e Evaluar la morfologia espermatica del cobayo compardndolo con un
modelo bovino mediante un laboratorio de biotecnologia para describir sus

particularidades.

HIPOTESIS

HO: Mediante la técnicas presente se puede caracterizar la morfologia del

espermatozoide

H1: Mediante la técnicas presente no se puede caracterizar la morfologia del

espermatozoide.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES REPRODUCTIVAS DEL COBAYO

1.1.1 Pubertad

Es la edad o época que el cuy se encuentra en posibilidades de reproducirse. En
las hembras la pubertad se presenta entre los 25 a 40 dias y en los machos se
presenta a partir de los 40 a70 dias, pero esto no quiere decir que estén en la edad
Optima para engendrar por cuanto no estdn bien desarrollados fisicamente ni
maduros sexualmente, pudiendo adelantarse por la utilizacion de una alimentacion
de alta calidad ya que una alimentacion deficiente retarda la madurez sexual

(Barrera, 2010).

1.1.2 Edad de empadre

La edad de empadre esta relacionada con el peso y el grado de mejoramiento del
cuy, asi por ejemplo en animales mejorados las hembras se empadra a partir de

los 759 g de peso y a una edad promedio de 2 1/2 meses y en el caso de machos a



partir los 900 gr a los 3 meses de edad. A diferencia de los criollos que se

empadran a partir de los 5 meses. (Vergara, 2008)

1.1.3 Manejo de machos

La edad en la que alcanzan la madurez sexual es a los seis meses y su peso
minimo debe ser de 800 a 1000 gramos. Los machos reproductores demasiado
jovenes o bajos de peso tienen un bajo porcentaje de fertilidad. Los machos
reproductores se reemplazan a los 2 afios o cuando presente baja fertilidad. Estos
cuyes deben ser vendidos o consumidos, ya que ademds de consumir alimento

causan peleas entre si. (Castro, 2002)

1.2 ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL
MACHO

El sistema reproductor masculino incluye: testiculos, conductos deferentes,
epididimo, préstata, glandulas bulbo-uretrales de Cowper, vesiculas seminales, el

pene y uretra masculina.

1.2.1 Testiculos

Ubicados en la cavidad abdominal a ambos lados de la vejiga, su forma es ovoide. Lo
caracteristico de los cuyes es la ausencia de escroto. Cuando el macho se excita, los
testiculos, los testiculos descienden a la region inguinal, a un saco, en este se encuentran
una porcion del musculo cremaster que es el que permite la migracion de los testiculos

abdominal



Los testiculos presentan: La tunica albuginea, en la cual se encuentra los tibulos
seminiferos encargados de producir espermatozoides. Entre los timulos se encuentran
diseminadas las células de Leydig que producen las hormonas de la reproduccion; ademas
se encuentran las células de Serttholi que se encargan de alimentar a los espermatozoides

hasta su madurez. (Urredo, 2009)

Figura N°: 1 Estructura del testiculo

_ Cabeza de epididimo
75, Conducto eferente

Cenieiis - Rete testis

Fuente: http://tarwi.lamolina.edu.pe/~emellisho/Reproduccion_archivos/Practica%201-

aparato%20macho%20hembra.pdf (Mellisho, 2010)

1.2.3 Epididimo

El epididimo es un conducto alargado y flexuoso que se adhiere al borde de la
insercion del testiculo. El epididimo se divide en cabeza, cuerpo y cola, la cabeza
continua se comunica con los conductos eferentes y la cola se continia con el
conducto deferente. Las funciones de epididimo son de transporte, maduracion y

almacén de los espermatozoides. (Trujillo, 1994)



1.2.4 Conducto deferente

Los conductos deferentes continlan el canal del epididimo como un tubo
sumamente enrollado paralelo al cuerpo del epididimo que desemboca en la
uretra, en un gran arco situado caudalmente con respecto al esfinter vesicular

(Lavara, y otros, 2001)

1.2.5 Cordon Espermatico

Esta estructura se encuentra por encima de los testiculos y contiene varios
elementos, como fibras y musculo liso del plexo pampiniforme, que se dilata para
dispersar el calor, la arteria y venas testiculares, el nervio, el conducto linfatico y

el conducto deferente. (Almeda, 2001)

1.2.6 Glandulas Accesorias

a) Vesiculas Seminales: Estan localizadas en la cara dorsal del cuello de
la vejiga urinaria, consta del l6bulos laterales y de un istmo que lo
conecta. Se encuentra a cada lado de la parte posterior de la cara dorsal
de la vejiga.

b) Glandulas Bulbo-uretrales: Son en nimero de dos y estan situados a
cada lado de la porcion pelviana de la uretra muy cerca del arco
isquidtico. (Trujillo, 1994)

¢) Prostata: Es de forma lobular, presenta dos zonas: una porcion externa
o compacta, que esta rodeando a la uretra prostatica, y una porcion
interna o diseminada, localizada en la propia submucosa de la uretra

prostatica. Presenta una cépsula de tejido conectivo denso e irregular



que contiene muchas fibras musculares lisas. Los conductos de
secrecion presentan un epitelio cilindrico que pasa a ser estratificado
cilindrico o de transicion en las porciones terminales. (Bernabé, y

otros, 2001)

1.2.7 Uretra Masculina

Es un tubo largo que va desde la vejiga hasta el glande. El orificio de
comunicacién de la uretra con la vejiga se denomina orificio uretral interno, el

orificio terminal es el orificio uretral externo o meato urinario. (Trujillo, 1994)

1.2.8 Pene

Es el 6rgano masculino de la copula y tiene doble funcion: expulsar la orina y
depositar el semen eyaculado dentro del aparato genital de la hembra.
Anatémicamente se divide en tres partes: el glande o extremo libre del pene, el
cuerpo intermedio y la raiz, la cual se localiza en la region del musculo

bulbocavernoso, en el arco isquiatico de la pelvis. (Almeda, 2001)

1.3 MORFOLOGIA ESPERMATICA

El andlisis de semen o semiograma es una de las pruebas complementarias claves
en el estudio del factor masculino, si bien no la tnica. El semiograma nos va a dar
una idea no solo de la produccion de espermatozoides en el epitelio de los tiibulos
seminiferos sino también de la calidad de los mismos y de la funcion de las

vesiculas seminales y la prostata. (Andorgen, 2014)



La morfologia espermatica es una de las pruebas que se realiza en el semiograma,
en la cual se valora el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal. Para
estudiar la forma de los gametos masculinos, se procede a la fijacion de los
mismos en un portaobjetos, esta muestra no podra ser usada tras la evaluacion
porque los espermatozoides tienen que morir para poder estudiar su morfologia.
Se procede a una tincidon biolodgica, como la hematoxilina-eosina: la eosina, se une
a los elementos electropositivos de la célula y tiene una coloracion rosada y la
hematoxilina se une a las moléculas electronegativas de los espermatozoides,
obteniendo una coloracion en tonos azulados. La tinciébn de las distintas
estructuras permite una mejor observacion al microscopio al incrementar la

definicion de las membranas. (Ferrer, 2013)

La valoracion del liquido eyaculado es parte importante de la exploracion fisica de
un macho estéril. Es facil hacer andlisis de semen y se pueden obtener
conclusiones importantes de los resultados. Es posible establecer los valores
estindar para una especie y descubrir deviaciones de dichos “estandares

normales” y correlacionarlos con la fertilidad. (Hafez, 2000)

1.4 EL ESPERMATOZOIDE EN LAS ESPECIES
DOMESTICAS

La concentracion de espermatozoide en un eyaculado es aproximadamente de 150
millones para garanones, de 200 millones para los cerdos, 1.200 millones para los
toros y de 2.000 millones para los borregos. Tedricamente, 50% de los
espermatozoides de un eyaculado contendran el cromosoma X y 50% cromosoma
Y. Se espera que aproximadamente 60-70% de los espermatozoides sean
progresivamente moviles, con una velocidad promedio de 6 mm por minuto. En

semen de alta calidad, 80 a 90% de los espermatozoides tendran morfologias son



criterios importantes en la evaluacion del semen antes de su uso para

inseminacion artificial. (Fuquay, 2003)

El sistema reproductor masculino crea el espermatozoide que es producido en los
tubulos seminiferos en cada testiculo. El espermatozoide es originado mediante la
espermatogénesis. La cabeza del espermatozoide contiene el ADN, que al
combinarse con el ADN del 6vulo, creard un nuevo individuo, la punta
corresponde a la porcion llamada acrosoma que permite al espermatozoide
penetrar en el dvulo y la parte media contiene la mitocondria que suministra la
energia que la cola necesita para moverse. La cola tiene un movimiento en forma
de latigo de un lado a otro para impulsar el espermatozoide hacia el 6vulo.

(Vorvick, 2012)

1.4.1 Estado del acrosoma

En un espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas condiciones se pueden
distinguir tres regiones claramente diferenciadas en la cabeza: la zona acrosomal,
con un borde apical, la zona postacrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas.
Las muestras seminales con alta proporcién 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
tincion de eosina/verde rapido, Giemsa y la de eosina/nigrosina, las dobles y
triples tinciones, basadas en la combinacioén del azul tripadn con otros colorantes y

tinciones comerciales como el Spermac7. (Ordofiez., 2005)



1.4.2 Partes del espermatozoide

La cabeza contiene dos partes principales: el acrosoma, que cubre los dos tercios
anteriores de la cabeza; y el nlcleo, que contiene la carga genética del

espermatozoide. (Fertygen, 2013)

La principal caracteristica de la cabeza es su nucleo ovalado y aplanado que
contiene cromatina compacta la cromatina condesada esta formada por acido
desoxirribonucleico (DNA) unido a una clase especial de proteinas basicas

denominados histonas espermaticos.

El numero cromosoémico y consecuentemente el contenido en DNA del ntcleo del
espermatozoide es haploide: posee la mitad de cromosomas que el nucleo de las
células somaticas de la misma especie. La naturaleza haploide de las células
espermatozoides proviene de las divisiones meidticas que ocurren al formarse los

espermatozoides. (Hafez, 2000)

El acrosoma cubre la parte anterior del nucleo y contiene las enzimas necesarias
para la penetracion de la corona radiada y de la zona pelucida durante la
fertilizacion. Si el acrosoma estda mal formado, dafilado o ausente el

espermatozoide no seréa capaz de participar en la fertilizacion. (Fuquay, 2003)

Esta estructura tipo caparazén contiene varias enzimas hidroliticas, como
acrosina, hialuronidasa, esterasas e hidrolasas 4cidas e intervienen en el proceso
de la fecundacion. El segmento ecuatorial del acrosoma es importante porque

forma parte del espermatozoide junto a la porcion anterior de la region
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posacrosomica, la cual inicialmente se une con la membrana del oocito durante la

fecundacion. (Hafez, 2000)

El cuello es muy corto, es ligeramente mas grueso que las demds partes del
flagelo y contiene residuos citoplasmaticos de la espermatida. Tras estos
elementos contiene un centriolo, el distal, que origina la pieza media, y el otro, el
proximal, desaparece luego de haber dado origen al flagelo. El espermatozoide
necesita esta energia para realizar su recorrido por el cérvix, el ttero y las trompas

de Falopio femeninas hasta llegar al ovocito para fecundarlo. (Fertygen, 2013)

La pieza intermedia, se localiza apenas posterior al centriolo proximal. El manto
mitocondrial que se forma a partir de la mitocondria de la espermatide es parte de
la pieza intermedia. E1 manto mitocondrial contiene enzimas que convierten la
fructosa y otros substratos energéticos en compuestos de alta energia que pueden

ser usados por el espermatozoide. (Fuquay, 2003)

La region de la cola, ubicada entre el cuello y el anillo es la pieza media. El
corazon central de esta pieza media, junto con toda la longitud, constituye el
axonema. Este se compone de nueve pares de microtibulos dispuestos en posicion
radial alrededor de dos filamentos centrales. El axonema y las fibras densas
asociadas de la pieza media, estan compuestas por numerosas mitocondrias. Una
vaina fibrosa y resistente rodea este centro. La vaina cilindrica presenta dos
engrosamientos longitudinales prominentes o columnas que corren a lo largo de lo
que se piensa que son superficies dorsal y ventral de la pieza principal. La pieza
final es esa porcion de la cola, posterior a la terminaciéon de la vaina fibrosa.
Contiene solo el axonema central cubierto por la membrana citoplasmatica.

(Hafez, 2000)
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La cola tiene una funcion especifica ya que le proporciona movilidad a la célula
para poder desplazarse y llegar hasta donde se encuentre el 6vulo y poder

fecundarlo. (Fertygen, 2013)

1.5 LA ESPERMATOGENESIS EN LOS ANIMALES
DOMESTIOS

Es el proceso fisiologico en que las células primitivas o espermatogonias se
convierten en espermatozoides y los cromosomas se reducen a la mitad, en las
células somaticas de cada especie. La espermatogénesis abarca una serie de

transformaciones celulares de las cuales se destacan las siguientes:

Migracion de las células germinativas primarias hacia las gonadas, antes de la
diferenciacion sexual del feto; estas se multiplican y varios meses después del

nacimiento dan lugar a las espermatogonias. (Almeda, 2001)

En los machos la FSH (hormona foliculoestimulante) inicia la espermatogénesis y
la. LH (hormona luteinizante) se encarga de mantener dicho proceso
espermatogénico. Los tibulos seminiferos tienen un revestimiento de células
epiteliales (epitelio germinativo) con 2 tipos de células caracteristicas: células de

Sertoli y espermatogonias. (Jure, 2010)

La espermatogénesis es un proceso que se lleva a cabo en los testiculos (gdnadas),
que son las glandulas sexuales masculinas. En su interior se encuentran los
tubulos seminiferos. Los dos testiculos contienen alrededor de un millar de
tubulos seminiferos. En el epitelio de los tubulos asientan las células

germinativas o espermatogonias y las células de Sertoli. (Nachon, 2008)
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Por division celular mitodtica las espermatogonias dan origen a los espermatocitos
primaios, que a su vez se dividen por meiosis, dando lugar a los espermatocitos

secundarios; aqui el nimero de cromosomas se dividen por la mitad. (Almeda,

2001)

Estos a su vez sufren una segunda division meidtica para dar lugar a las
espermatidas, las cuales se convertiran en espermatozoides por medio del proceso
de la espermatogénesis. Las 2 divisiones meidticas mencionadas anteriormente
son de mucha importancia, ya que permiten que el espermatozoide solo se cargue
con la mitad del niimero cromosémico (nimero haploide) de la especie tratada.

(Jure, 2010)

Las células germinales se localizan en el epitelio seminifero y después del proceso
de maduracion, a través del epididimo, adquieren la facultad de fecundar el 6vulo

femenino (Almeda, 2001)

Figura N°: 2 Fases de la Espermatogénesis
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Fuente: http://biologiasanchezkaren.blogspot.com, (Sanchéz, 2014)
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1.5.1 Espermiacion

La liberacion de los espermatozoides en la luz de los tibulos seminiferos se
denomina espermiacion. Las espermatidas alargadas, orientadas en direccion
perpendicular a la pared tubular, son enviadas a la luz del tibulo en forma
paulatina. Los lobulos de citoplasma residual a través de los cuales estan
conectados grandes grupos sincitiales de espermatides por medio de puentes

intercelulares permanecen incluidos en el epitelio. (Hafez, 2000)

La extraccion de los componentes espermaticos continua solo hasta que un
delgado tallo de citoplasma conecta el cuello de la espermatides en su cuerpo
residual. El rompimiento del tallo da por resultado la formacion del goteo
citoplasmatico en el cuello del espermatozoide liberado. La siguiente liberacion de
espermatozoides hace que los cuerpos residuales se dispongan rapidamente cerca
de las células de Sertoli, estas células no solo fagocitan los cuerpos residuales sino
que también eliminan un nimero considerable de células germinales degeneradas
ya que gran nimero de células espermaticas degeneran antes de convertirse en

espermatozoides. (Hafez, 2000)

1.6 ALTERACIONES MORFOLOGICAS DEL
ESPERMATOZOIDE

Las patologias espermaticas también pueden ser caracterizadas segliin su origen en
primarias, cuando se produce durante la espermatogénesis; secundarias
producidas después que los espermatozoides abandonan el testiculo y terciarias
provocados por el método de obtencion de evaluacion o de conservacion del

semen. (Torretta, y otros, 2010)
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La mayoria de los defectos de la cola del espermatozoide también son
consideradas anomalias primarias, entre ellas estdn los defectos de la pieza
intermedia, presencia de gota citoplasmatica proximal, cola enrollada y colas

accesorias. (Barrios, 2002)

Las anomalias espermaticas secundarias son aquellas originarias dentro del
epididimo, entre ellas se encuentra: cabeza ancha, cabeza normales libres,
membrana del acrosoma separadas y dobladas, implantacion axial de la cola, gota
citoplasmatica distal colas con curvas suaves colas enrolladas en la porcion
terminal. La presencia, en la muestra de semen, de células epiteliales, eritrocitos,
formacion de medusa, células precursoras de los espermatozoides, también se

consideran anomalias secundarias. (Barrios, 2002)

1.6.1 A nivel de la cabeza:

Alteraciones numéricas:

a) Espermatozoides sin cabeza, anucleados, en cabeza de alfiler o
decapitados: se trata de espermatozoides acéfalos por tanto si material
genético.

b) Espermatozoides bicéfalos: Espermatozoides con dos cabezas y un solo

flagelo, normalmente la pieza intermedia aparece engrosada.

Alteraciones en la forma:

a) Espermatozoides con cabezas alargadas o tapering:_En este caso la
cabeza de los espermatozoides posee la forma de una elipse en la que
existe un marcado predominio del eje longitudinal (5 a 6 um) sobre el eje

transversal (2 a 3um).
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b) Espermatozoides con cabezas redondas: A diferencia del caso anterior,

aqui ambos ejes tienden a ser similares lo que le da un aspecto esferoideo.

(Gomez, 2005)

1.6.2 A nivel de la pieza de conexion:

a) Espermatozoides con implantacion axial anomala del flagelo: En estos
casos observamos una estrangulacion a nivel de la pieza intermedia, que se
une a la fosa de implantacion formando un dngulo de 45-90° con respecto

al eje longitudinal de la cabeza. (Gémez, 2005)

1.6.3 A nivel de la cola o flagelo:

Alteraciones numéricas:

a) Espermatozoides sin flagelo: Se observan solamente cabezas de
espermatozoides aisladas con ausencia total de cola.
b) Espermatozoides con flagelos multiples: Podemos encontrar

espermatozoides con dos o mas flagelos. (Gomez, 2005)

Alteraciones en la forma, a nivel de la pieza intermedias:

a) Espermatozoides con pieza intermedia marcadamente engrosada:_En
ocasiones se observan espermatozoides cuya pieza intermedia puede
incluso superar el tamafio cefélico.

b) Espermatozoides con persistencia de gota citoplasmdtica: Este es un tipo
de anomalia dificil de diagnosticar debido a que se pueden confundir con

piezas intermedias engrosadas
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Alteraciones de la forma a nivel del resto del flagelo:

a) Espermatozoides con enrollamiento total de la cola con o sin restos
citoplasmadticos englobdndola: Cuando se observan “in vitro” presentan
problemas de motilidad

b) Espermatozoides con enrollamiento parcial de la cola: En estos casos
observamos que el enrollamiento de la cola afecta solamente al extremo
final de la misma.

¢) Espermatozoides con flagelos truncados: Los flagelos tienen en la parte

principal angulaciones de diferentes grados. (Gomez, 2005)

Figura N°: 3 Alteraciones Morfologicas del Espermatozoide
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Fuente:http://www.medigraphic.com/pdfs/medlab/myl-2009/myl093-4c.pdf,
(Montoya, 2009)
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1.7 EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL

El espermatozoide es una célula terminal, cuyo rol principal es el transporte de un
paquete, constituido por el genoma nuclear y el centriolo, hasta el ovocito. La
viabilidad celular espermatica decrece répido y substancialmente luego de la
eyaculacion. Muchos investigadores, especialistas en reproduccion animal estan
tratando de disefiar el “andlisis seminal ideal”, que valore adecuadamente y
prediga la fertilidad de una muestra seminal. Asi, el andlisis de semen ideal seria
aquel que de forma sencilla y eficaz permitiera conocer de manera predictiva la

capacidad fecundante de un eyaculado. (Mellisho, 2010)

1.7.1 Pruebas Macroscopicas

1.7.1.1 Color

Blanco nacarado normal, indica buena calidad seminal. Se deben desechar los
eyaculados que presenten una coloracion grisacea, rojiza (con sangre, por lesiones
en el pene o uretra), marrdn por contaminacidon con heces fecales, amarillo por
presencia de pus u orina con mal olor o con sedimentos anormales. (Arencibia,

2009)

1.7.1.2 Volumen

El volumen del semen estd conformado por las secreciones de varias glandulas.
Los testiculos y el epididimo sélo contribuyen con el 5 % del contenido

(principalmente espermatozoides y testosterona), en tanto las vesiculas seminales
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aportan entre el 46% y 80% (enzimas responsables de la coagulacion de semen y
fructosa), la prostata entre el 13% y el 33% (varias sustancias, entre ellas el
antigeno especifico de la prostatas que participa en la licuefaccion del semen) y
las glandulas bulbouretrales y uretrales entre el 2% y 5% (sustancias lubricantes y

ocasionalmente anticuerpos causante de la infertilidad). (Montoya, 2009).

1.7.1.3 pH

Evaluacion inmediatamente después de la recogida seminal (pHmetro/tiras de
pH). Entre 7,2-7,6 en equino, y 6,4-7,8 en bovino del cuy es aproximadamente
7.4. Esta inversamente relacionado con la concentracion espermatica. El
metabolismo espermatico acidifica el medio y presencia de sustancias
contaminantes como la orina y procesos inflamatorios le dan valores mas altos.

(Arencibia, 2009)

1.7.1.4 Viscosidad consistencia

La viscosidad o consistencia del semen se puede evaluar aspirando la muestra en
una pipeta de 5 ml y permitiendo la caida libre de las gotas para observar la
longitud del filamento que se forma. Una muestra normal deja caer gotas
pequefias y bien definidas o un filamento no mayor de 2cm. Una viscosidad
anormal puede dificultar la determinacién de ciertos parametros como son el

recuento de espermatozoide y la motilidad. (Brejov, 2013)
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1.7.2. Pruebas microscopicas

1.7.2.1 Motilidad en masa

Se coloca una gota de semen de 5Smm de diametro sobre un portaobjetos
precalentado, y se observa el movimiento en masa de los espermatozoides usando
microscopia de campo claro, el diafragma de campo cerrado y con magnificacion
de 40x. Los factores que influyen en el movimiento en masa de los
espermatozoides son la concentraciéon, el porcentaje de las células con
movimiento progresivo y la velocidad del movimiento de los espermatozoides.

(Angelino, 2009)

Cuadro N: 1 Clasificacion de la motilidad en masa

Muy Bueno (MB) | Movimiento masivo muy marcado y rapido | 70 - 100%

Movimiento en masa aparente, pero

Bueno (B) moderado 50 - 69%
Suficiente (S) Ondas en movimiento apenas apresciables 30 - 49%
Menos del

Pobre (P0) No hay ondas, semen sin movimiento 30%

Fuente:http://cdigital.uv.mx/bitstream/12345678/147/1/J0Se%20NICOLaS%20
ANGELINO%200LIVERA.pdf,2009

1.7.2.2 Motilidad Individual Progresiva

Se coloca un volumen de 5 a 7 ul de semen sobre un portaobjetos nuevo y
precalentado creando una gota de aproximadamente de 3 a 5 mm de didmetro, que

luego se cubre con el cubreobjetos. La muestra se observa con microscopia de
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contraste de fase y on aumento de 200 — 400x determinando el porcentaje de
células espermdticas con movimiento progresivo lineal. Si el semen estd
concentrado, la muestra puede diluirse con una solucion amortiguadora o

diluyente de semen antes de colocar el cubreobjetos. (Angelino, 2009).

Cuadro N: 2 Clasificacion de la motilidad individual progresiva

Muy Bueno (MB) 80 - 100% con motilidad progresiva

Bueno (B) 60 - 79% con motilidad progresiva

Suficiente (S) 40 - 59% con motilidad progresiva
Pobre (P0) < 40% con motilidad progresiva

Fuente:http://cdigital.uv.mx/bitstream/12345678/147/1/J0Se%20NICOLaS%20ANGEL
INO%200LIVERA.pdf,2009

1.7.2.3 Vitalidad:

El pardmetro que evalua la vitalidad de los espermatozoides es util para saber si
los espermatozoides inmoviles estdn vivos o muertos. El porcentaje de
espermatozoides vivos se puede determinar por varios métodos siendo la
coloracion con eosina, el método mas utilizado. Se mezcla una gota del semen con
una gota de eosina en una lamina de portaobjeto y se cubre con una laminilla, se
deja reposar la muestra 30 segundos y se produce a contar 200 espermatozoides
(coloreados y no coloreados), con una magnificacion de 400x. Los
espermatozoides vivos su membrana intacta que impide la penetracion del

colorante, en tanto que os muertos adquieren una coloracion. (Montoya, 2009).

La congelacion inadecuada puede dafiar al acrosoma y la membrana celular. La
pérdida de enzimas de la células como la transaminasa glutdmica-oxaloacética y la

capacidad de los espermatozoides para aumentar de volumen en medio hipotdnico
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indican la eficiencia de la crioproteccion de dicho medio y los procedimientos de
congelacion utilizados para conservar la integridad de los espermatozoides.

(Hafez, 2000)

1.7.2.4 Concentracion espermadtica

Permite evaluar la capacidad de produccion de espermatozoides del semental y
calcular el nimero de dosis a producir por eyaculado. Existe correlacion entre la
concentracion y fertilidad. Se observan variaciones en funcion del individuo,

estacion del afo, frecuencia y técnica de recogida. Etc. (Sanchez, 2013)

Entre estos métodos, destacan la espectrofotometria, la colorimetria, la citometria
de flujo y el uso de camara de recuento celular, como las de Biirker, Neubauer o
Thoma. La espectrofotometria, técnica usada en nuestro laboratorio, es un método
indirecto, que mide la luz monocromdtica absorbida por las particulas en
suspension o los espermatozoides. Esta densidad oOptica de la muestra es
comparada frente a una curva estandar patron previamente validada, y permite,

asi, conocer el nimero de espermatozoides. (Ordofiez, y otros, 2005)

Cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante:

- Motibilidad progresiva

- Morfologia normal

- Metabolismo energético activo

- Integridad estructural y funcionalidad de la membrana
- Capacidad de penetracion

- Transferencia 6ptima del material genético (Ordofez., 2005)
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1.7.2.4.1 Determinacion de la concentracion espermdtica en camaras

Se define concentracion espermatica a la cantidad de espermatozoides que se
encuentran en una unidad de volumen. Existen diferentes tipos de camaras para el
recuento de espermatozoides. Todas fueron desarrolladas para el recuento
hemocitométrico. Las mas conocidas para la determinacion del numero de
espermatozoides son la de Neubauer y Thoma (Thoma neu). El principio de la
determinacion de la concentracion espermatica esta establecido por el recuento de
los espermatozoides de una muestra de semen diluido bajo condiciones
estandarizadas. Con ayuda de la ecuacidon (a) serd posible establecer la

concentracion de espermatozoides/ml. (Palma, 2007)

a) Metodologia.

La muestra contiene una dilucién 1/10 de semen diluido y glutaraldehido al 2%
mediante la pipeta de Pasteur se llena la camara de Thomas, previamente cubierta
con el cubre-objetos, teniendo cuidado que la muestra se distribuya de forma
homogénea y sin burbujas y se situa en el microscopio 6ptico. Una vez enfocado
es necesario contar los espermatozoides que se encuentren en el interior en el
interior de las celdillas grabadas en la cdmara de Thomas, se cuentan los 20
cuadros de cada una de las diagonales, luego, en total se realiza el contaje de 40
celdas. Cada celdilla tiene una superficie de 0.0025 mm® y tenemos un total de
400 celdillas (Imm?), una vez situado el cubre-objeto y llena la camara con
muestra tendremos una altura / profundidad de 0.lmm. Por lo tanto el volumen de

total de la camara sera de 0.1mm’ (Ferrer, 2014)

b) Calculo.

La concentracion espermatica del espermatozoide se refiere al namero de

espermatozoide por mililitro de semen. El reencuentro de espermatozoides es el
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numero total de espermatozoides en el eyaculado. Ambas cifras son importantes y
deben calcularse. El hematocrito tiene una rejilla con cinco cuadros principales:
A, B, C, DY E. El cuadro central “E” se subdivide en 25 cuadros mds pequenos.
Los cuatro cuadros pequefios de las esquina estan marcados como El, E2, E3 y
E4 y un cuadro central pequefio es E5. Normalmente se cuentan todos los
espermatozoides en el cuadro mayor E o s6lo los de los cuadros pequefios E1 aES.
Cuando se hace el recuentro, se incluyen todos los espermatozoides dentro de los
cuadros y aquellos que quedan cruzando las lineas en la parte superior y derecha.

(Hafez, 2000)

El cuadro E principal tiene un mm de longitud y un mm de ancho, en tanto que el
grosor del liquido entre la cubierta y el hemocimetometro es de 0.1 mm Asi, el
volumen total que representa el cuadro principal E es 0.1mm’ 6 10* 6 10000. Si se
cuentan todos los espermatozoides en este cuadro y se multiplica el nimero por el
factor sefialado (10000) se obtiene el nimero de espermatozoides por ml de la
solucion colocada en el hematocrito. Cuando esta cifra se multiplica por el factor
de dilucion espermdtica que normalmente es 20, se obtiene la concentracion de
espermatozoide en la muestra de semen original. A partir de esta informacion se
puede calcular el nimero total del espermatozoide en semen (cifra espermatica)
multiplicando la concentracion de espermatozoide por el volumen del eyaculado.
Si solo se cuentan los espermatozoides en los cuadros pequefios (E1, E2, E3, E4,
ES) el factor de multiplicacion es cinco veces mayor que si se contara todo el
cuadro principal E que en este caso es 50000. Si se cuentan todos los cuadros
principales, como en casos de concentracion espermatica muy bajas, el factor de

multiplicacién es cinco veces menor, o sea, 2000. (Hafez, 2000)
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1.8 RECOLECCION DEL ESPERMATOZOIDE
EPIDIDIMARIO

1.8.1 Técnica de Slicing epidydimis

Los espermatozoides de epididimo pueden obtenerse post mortem o tras una
castracion, de hecho. Se sabe que después de la muerte de un semental los
espermatozoides del epididimo permanecen viables durante un tiempo antes de
que les afecte la descomposicion (24 horas tras castracidon a temperatura

ambiente). (Brejov, 2013)

Los vasos deferentes y la cola del epididimo se disecaran mediante el uso de
implementos estériles y técnicas asépticas. Se removera la tunica serosa y los
vasos sanguineos con un bisturi. Se localizara el “septum” del epididimo
correspondiente a la porcidon cercana de la zona media de la cola de epididimo.

Alli se realizara un corte transversal con el bisturi. (Barrios, 2002)

La porcion disecada de la cola del epididimo se colocé en una placa de Petri
precalentada a 37°C (en una platina calentadora) y se mantuvo la porcion libre de
los vasos deferentes firmemente sujeta con los dedos pulgar e indice. Las agujas
para el lavado (de diferentes calibres) fueron preparadas limandole las puntas para
hacerlas “romas”. Se coloc6 una de esas agujas (calibre 20, 21, 22, o 23, segun el
didmetro interno de cada vaso deferente) dentro del lumen de la porcion libre del
vaso deferente. Se adapto6 una jeringa (tipo “air-tite” de 5 mL) llena con “medio de
lavado” (y con esta jeringa se perfundid lentamente dentro del lumen del cada
vaso deferente. Las paredes de los vasos deferentes se pinzaron con una pinza
“mosquito” contra la aguja para evitar pérdida del liquido de lavado. (Albers, y

otros, 2006)
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A medida que se perfundian los vasos deferentes con el medio de lavado se
observd un abultamiento visible de la cola del epididimo. Al continuar con
presion suave y continua con la jeringa, aparecié en el extremo cortado de la cola
del epididimo el contenido epididimario, representado por un liquido espeso y de
un color crema palido o blanco cremoso, dependiendo de la concentracion

espermatica obtenida. (Albers, y otros, 2006).

1.8.2 Medicion del espermatozoide

a) Microscopio Bx 53

El Bx 53 incrementa la modularidad para acercarse a una gran variedad de estilos
de observacion. El estativo rigido y compacto que ahorra espacio presenta
controles montados al frente, faciles de operar, destinado a mejorar la eficiencia y
darle mas comodidad al operador. Los nuevos controles para operar son accesibles
a cada lado del microscopio y un sensor ECO apaga automaticamente a la luz
transmitida cuando el operador no estd sentado frente al microscopio. Coherente
con la filosofia de Olympus el Bx 53 ofrece una amplia gama de accesorios y

lentes. (Olympus, 2015)

b) Camara y programa infinity analysis

Dentro de la familia INFINITY 7/ de camaras CMOS, el INFINITY /.2 es un
excelente nivel de entrada de la cdmara de microscopia multi-megapixel. Esta
camara es ideal para aplicaciones con iluminacidn coherente luminosa y
restricciones presupuestarias. El infinity 1 ofrece una calidad de imagen

excepcional para una amplia variedad de aplicaciones cientificas incluyendo
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clinica, ciencias de la vida, ciencia de los materiales y profesionales de la

educacion

La solucion Count & Medida afiade deteccion eficiente y precisa basada umbral
objeto para el recuento de nucleos automatizado, asi como la clasificacion. El
amplio conjunto de medidas manuales en cellSens se puede ampliar con el conde
y medida de soluciones. Fécil de realizar la medicion automatica de objetos y la
clasificacion en una interfaz donde los objetos reconocidos siempre estdn
vinculados con sus. Los resultados pueden ser convenientemente exportados a

Microsoft Excel para su posterior analisis. (Olympus, 2015).

¢) Eosina hemoxisilina

Una de las técnicas mas utilizadas en la histologia animal es la tincién de
hematoxilina y eosina. Las caracteristicas de los compuestos que la componen
hacen posible observar al microscopio optico las células individualizadas y sus
nucleos, que se tifien de forma diferenciada. Gracias a esta técnica se han podido
observar gran cantidad de tejidos animales. Se han descrito, bajo esta tincion, la
gran mayoria de tejidos musculares y glandulares del cuerpo. Aportando con ella
la morfologia de las células que forman el tejido y la posicion relativa y la forma
del nicleo dentro de ellas. La tincion de hematoxilina eosina se conoce desde la
segunda mitad del siglo XIX. Sin embargo existen diversas variaciones,
cambiando el tipo de eosina (existen la eosina Y, llamada amarilla o yellow y la
eosina B, azul o blue) y de hematoxilina (existen la hematoxilina de Harris, de
Mayer) especifica para obtener resultados mas nitidos dependiendo del tejido a

tratar. (Contreras, 2015)
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CAPITULO 11

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 CARACTERISTICAS DEL LUGAR

2.1.1 Ubicacion politica

El canton Latacunga se encuentra delimitando: Norte: Provincia de Pichincha.
Sur: Cantéon Salcedo. Este: Provincia del Napo. Oeste: Cantones Sigchos,
Saquisili y Pujili. La division Politica Parroquial: Latacunga (Cabecera cantonal),
Toacaso, San Juan de Pastocalle, Mulald, Tanicuchi, Jos¢ Guango Bajo,
Guaytacama, Alaquez, Poald, Belisario Quevedo, 11 de Noviembre (Isinchi).

(Romero, 2011)

La zona geografica donde estd ubicado el Centro Experimental Académico

Salache consta de los siguientes parametros:
e Limites.
Norte: Predio y Quebrada Seca.
Sur: Predio
Este: Rio Salache
Oeste: Hacienda “San Agustin” y Comunidad Alpamalag.

e  Altitud: 2757 msnm.
e Superficie: Segun escrituras: 48 has, seglin planos: 81,37 has

(Fuente: Administracion Del CEASA)
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2.1.2 Condiciones Climaticas

Climatologia: Elevacion 2685 msnm, latitud 010112S, longitud 783541W,
Precipitacion: entre 550 mm anuales, humedad: aproximado al 40 %,
luminosidad: 8-9 horas diarias, temperatura: 10-12 ° C, altitud: 2757 m.s.n.m

(Datos adquiridos de la Estacion Meteorologica de Rumipamba Caton Salcedo)

2.2 MATERIALES Y METODOS

a) Materiales de oficina

Papel bond
Libreta
Copias
Anillados
Impresiones

Material bibliografico

vV V V V V V V

Esfero

b) Recursos Tecnologicos

Camara Fotografica
Flash memory
Internet

Calculadora

YV V V VYV VY

Computadora
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V V V V V V V V V V VYV VY

1]
-’

YV V V V VY

Materiales de laboratorio

Mandil

Guantes

Microscopio simple
Gotero

Cubre y portaobjetos
Camara de Neubauer
Jeringas

Pipeta

Hojas para registro de datos
Bisturi

Caja Petri

Rollo de toallas de papel

Reactivos

Agua bidestilada
Tinta china
Eosina
AndroMed

Nigrosina

Otros

Material Biologico (semen del cuy)
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2.3 DISENO METODOLOGICO

2.3.1 Tipo de Investigacion

Esta investigacion es de caracter descriptivo.

2.3.1.1 Investigacion descriptiva

El proposito del investigador es describir situaciones y eventos. Los estudios
descriptivos buscan especificar las propiedades importantes de personas, grupos,
comunidades o cualquier otro fendmeno que sea sometido a analisis. Miden o
evalian diversos aspectos, dimensiones o componentes del fendémeno o
fendmenos a investigar. Desde el punto de vista cientifico, describir es medir.
Esto es, en un estudio descriptivo se selecciona una serie de cuestiones y se mide

cada una de ellas independientemente.

El proceso de la descripcion no es exclusivamente la obtencion y la acumulacion
de datos y su tabulacion correspondiente, sino que se relaciona con condiciones y
conexiones existentes, practicas que tienen validez, opiniones de las personas,
punto de vista, actitudes que se mantienen y procesos en marcha. Los estudios
descriptivos se centran en medir los explicativos en descubrir. El investigador

debe definir que va a medir y a quienes va a involucrar en esta medicion. . (Ibarra,

2011)

Esta investigacion fue descriptiva porque nos ayudara a medir diversos factores
que nos servirdn para tener resultados mas exactos sobre las muestras de semen
de cada uno de los cobayos, ya que ayudara a describir los factores macroscopicos

y microscopicos de cada una de las muestras tomadas.
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2.3.2 Metodologia

2.3.2.1 Metodologia no experimental

Podria definirse como la investigacion que se realiza sin manipular
deliberadamente variables. Es decir, se trata de estudios donde no hacen variar en
forma intencional las variables independientes para ver su efecto sobre otras
variables. Lo que hacen en lainvestigacion no experimental es observar
fendmenos tal como se dan en su contexto natural, para después analizarlos. "En
la investigacion no experimental no es posible manipular las variables o asignar
aleatoriamente a los participante o los tratamientos". De hecho, no hay
condiciones o estimulos planeados que se administren a los participantes del

estudio. (Hernandez, 2007)

La presente investigacion es de cardcter no experimental, ya que no se piensa
cambiar las variable en la practica, para asi llegar a un resultado especifica sin

haber cambiado el objetivo de la investigacion.

2.3.2.2 El método exploratorio

Se efectiia sobre un tema u objeto desconocido o poco estudiado, por lo que sus
resultados constituyen una vision aproximada de dicho objeto, es decir, un nivel
superficial de conocimiento. Este tipo de investigacion, de acuerdo con pueden

Ser:

a) Dirigidos a la formulacion mas precisa de un problema de investigacion, dado

que se carece de informacidn suficiente y de conocimiento previos del objeto de
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estudio. En este caso la exploracion permitird obtener nuevo datos y elementos
que pueden conducir a formular con mayor precision las preguntas de

investigacion.

b) Conducentes al planteamiento de una hipétesis: La funcion de la investigacion
exploratoria es descubrir las bases y recabar informacion que permita como

resultado del estudio, la formulacion de una hipotesis. (Morales, 2010).

El método explicativo sera utilizado en esta investigacion, ya que no se encuentra
mucha informaciéon sobre las caracteristicas morfologicas del espermatozoide de
los cobayos y este método nos ayudara a recopilar informacién necesaria para

poder llegar a una conclusion de las hipotesis planteadas.

2.3.2.3 El método deductivo

La deduccién va de lo general a lo particular. EI método deductivo es aquel que
parte los datos generales aceptados como valederos, para deducir por medio del
razonamiento l6gico, varias suposiciones, es decir; parte de verdades previamente
establecidas como principios generales, para luego aplicarlo a casos individuales y

comprobar su validez. (Espinoza, 2008)

El método deductivo serd utilizado en esta investigacion para concluir qué
caracteristicas morfologicas diferentes presenta en los espermatozoides, por
medio de métodos y tacticas adecuados que nos facilitaran llegar a un resultado

determinado al final de este estudio.
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2.3.2.4 Metodo inductivo

La palabra “inductivo” viene del verbo inducir, que es un anténimo de deducir o
concluir. La induccién va de lo particular a lo general. Empleamos el método
inductivo cuando de la observacion de los hechos particulares obtenemos
proposiciones generales, o, sea, es aquel que establece un principio general una

vez realizado el estudio y analisis de hechos y fendmenos en particular. (Espinoza,

2008)

Los métodos y técnicas utilizados ayudaran inducir o llegar a una conclusion
después de haber realizado el estudio correspondiente de cada muestra observando

hechos particulares.

2.3.3 Técnicas

Es el conjunto de instrumentos y medios a través de los cuales se efectua el

método y solo se aplica a una ciencia. Las técnicas a utilizar fue: la observacion y

del fichaje.

2.3.3.1 La Observacion

Es una técnica que consiste en observar atentamente el fendmeno, o hecho caso,
tomar informacion y registrarla para su posterior analisis. La observacion es un
elemento fundamental de todo el proceso investigativo; en ella se apoya el
investigador para obtener el mayor nimero de datos. Gran parte del acervo de

conocimientos que constituye la ciencia ha sido logrado mediante la observacion.

(Ferrer, 2010)
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La observacion es importante en este estudi porque nos ayudara a recopilar
informacion necesaria en todo el procedimiento de este proyecto y asi al final

poder tener los resultados mas precisos posiblemente.

2.3.3.2 El Fichaje

Consiste en registrar los datos que se van obteniendo en los instrumentos llamados
fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas contienen la mayor parte
de la informacion que se recopilas en una investigacion por lo cual constituye un

valioso auxiliar en esta tarea. (Ferrer, 2010)

Esta técnica ayudo en la recopilacion de datos mediante fichas que nos daran la

mayor informacion necesaria y llegar a una determinada conclusion.

2.3.4 Analisis Estadistico

El presente estudio fue de estadistica descriptiva.

2.3.4.1 Estadistica Descriptiva

La estadistica descriptiva ofrece modos de presentar y evaluar las caracteristicas
principales de los datos a través de tablas, graficos y medidas resimenes.

El objetivo de construir graficos es poder apreciar los datos como un todo e
identificar sus caracteristicas sobresalientes. El tipo de grafico a seleccionar
depende del tipo de variable que nos interese representar por esa razon
distinguiremos en la presentacion graficos para variables categdricas y para

variables numéricas. (Orellana, 2001)
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Los resultados de esta innvestigacion se analizaran con la estadistica descriptiva
ya que utilizaran 30 ejemplares machos reproductores de las explotaciones
familar-comercial, todos los ejemplares seran obtenidos de explotaciones de la
zona del canton Latacunga donde se tomara en cuenta que los ejemplares sean en
edad adulta, para las practicas se realizaran grupos de 3 cobayos, todos la
informacion obtenida en el procedimiento serd tabuladas y representada en

graficos de datos.

2.4 UNIDAD DE ESTUDIO

La presente investigacion se realizd en 30 cobayos (60 testiculos) criollos adultos

de 3 a 4 meses de edad.

2.5 VARIABLES EVALUADAS

Se evalu6 la calidad del espermatozoide tomando en cuenta la aplicacion de las

siguientes pruebas.

2.5.1 Pruebas macroscopicas del semen

a) Color: Blanco cremoso, blanco lechoso, blanco translucido, rojizo o
amarrillo.

b) pH: Mediante tiras de pH en el rango 6.5a 7.5
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2.5.2 Pruebas microscopicas del espermatozoide

a) Motilidad individual: Muy bueno, bueno, suficiente y pobre.
b) Vitalidad: Coloracion mediante técnica de tincion

c) Concentracién espermatica: Nimero de espermatozoides por ml

2.5.3 Caracteristicas morfoldogicas del espermatozoide

Hay malformaciones de cabeza cuello y cola que se caracterizan segun su forma y
numero las cuales pouede clasificarse en primarias las cuales presentas defectos
en la pieza intermedia, gota citoplasmatica proximal, cola enrollada y colas

accesorias.

Las anomalias secundarias son aquellas originarias dentro del epididimo, las
cuales tienen alteraciones de la cabeza y acrosoma, gota citoplasmatica distal
colas con curvas suaves, colas enrolladas en la porcion terminal. La presencia, en
la muestra de semen, de células epiteliales, eritrocitos, formacion de medusa,
células precursoras de los espermatozoides, también se consideran anomalias

secundarias.

Las anomalias terciarias son las que se dan por mala manipulacion de en el

proceso de laboratorio.
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2.6 MANEJO DEL ENSAYO

Para la practica se realizd grupos de 3 cuyes por muestra dando un total de 10

practicas de laboratorio.

2.6.1 Preparacion del diluyente

Es un producto en polvo que debe diluirse en agua destilada estéril a temperatura
aproximada de +30°C y hasta +35°C. Para la preparacion del diluyente se agregan
47 g de concentrado en polvoa 1000 ml de agua pura estéril. El agua se
precalienta a +30°C hasta +35°C. El concentrado en polvo se disuelve
espontaneamente en pocos minutos. Para una dilucién mas rapida se puede agitar
suavemente. Tras un periodo de adaptacion de 15 a 20 minutos, para la
estabilizacion del pH, se puede iniciar la dilucion del semen.El volumen del
diluyente se calcula en relacion a la cantidad de espermios motiles del eyaculado

(en proporcion de 1:3 hasta 1:10).

2.6.2 Recoleccion del semen

Para recolectar el semen se disecciond la cola del epididimo con cortes profundos
y se procedi6 a realizar un lavado con diluyente. Se coloco la solucion en una caja
Petri la cual estaba temperada ya que antes se la habia colocado en la plancha
térmica a 32 °C y permanecio en ella, asi se pudo mantener la temperatura optima
del semen y fue muy util porque al momento que se observo al microscopio los

datos fueron precisos y con mayor claridad.
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2.6.3 Pruebas Macroscopicas del semen

a) Color:

Se observd la dilucion del semen en donde se determind el color blanco lechoso o

Crémoso

b) pH:

Se colocd una gota de semen sobre la tira de pH y se dejo reposar varios segundos

en donde se observo la coloracion que nos indicé un pH de 7.

2.6.4 Pruebas microscopicas del espermatozoide

a) Motilidad individual:

Se coloc6 una pequenia gota de semen sobre un portaobjetos nuevo y
precalentado. Se observd con microscopia, el porcentaje de células espermaticas
con movimiento progresivo lineal. Se pudo determinar sus ligeros movimientos

uno por uno.

b) Vitalidad:

Se mezcld una gota del semen con una gota de eosina en el portaobjeto y se
procedi® a mirar en el microscopio a 40X, se pudo determinar que los
espermatozoides tefiidos estaban muertos ya que la membrana permite el paso de

la eosina y los espermatozoides vivos no toman dicha coloracion.
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c) Concentracion espermatica:

Se colocd con una pipeta la cantidad suficiente sobre la camara de Neubauer, se
observé en el microscopio a 40X en el cual se contd 5 casillas pre-seleccionadas,
en los cuales se contd los espermatozoides dentro de las casillas incluyen los

espermatozoides que sobresalgan de 2 bordes
Luego se utiliz6 la siguiente formula:

La suma del nimero de espermatozoides de las 5 casillas, por 10 ya que cada
cuadro tiene 1 mm de profundidad y por 10 por la dilucion utilizada y multiplico

por 1000 ya que se obtuvo el nimero de espermatozoides por ml

d) Medicion del espermatozoide

Para la realizacion de la medicion del espermatozoide se realizé con la tincion de
eosina-hemoxisilina y se utilizd un microscopio olympus Bx53 con 22 de apertura
de campo y lente para fotografia de 20x con una cdmara fotografica infinity 1 y el

programa infinity analysis el cual nos ayudaro a medir en micras
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CAPITULO III

3. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL SEMEN

COBAYO
MUESTRAS COBAYO
COLOR pH
1 blanco cremoso 7
2 blanco cremoso 7
3 blanco cremoso 7
4 blanco cremoso 7
5 blanco cremoso 7
6 blanco cremoso 7
7 blanco cremoso 7
8 blanco cremoso 7
9 blanco cremoso 8
10 blanco cremoso 8
11 blanco cremoso 8
12 blanco cremoso 7
13 blanco cremoso 7
14 blanco cremoso 7
15 blanco cremoso 7
16 blanco cremoso 7
17 blanco cremoso 7
18 blanco cremoso 7
19 blanco cremoso 7
20 blanco cremoso 7
21 blanco cremoso 8
22 blanco cremoso 8
23 blanco cremoso 8
24 blanco cremoso 8
25 blanco cremoso 8
26 blanco cremoso 8
27 blanco cremoso 8
28 blanco cremoso 7
29 blanco cremoso 7
30 blanco cremoso 7
MEDIA 7,3

Fuente: Directa

Elaborado por: Loor Alex

CUADRO N: 3 DETERMINACION DEL COLOR Y PH DEL SEMEN DEL
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En el cuadro N° 3 se puede observar las caracteristicas macroscopicas del semen
del cobayo dando como resultado una coloracion blanco cremoso y el pH varia de

7 a 8 con una media 7,3.

3.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL
ESPERMATOZOIDE

CUADRO N: 4 DETERMINACION DE LA VITALIDAD DEL
ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

MUESTRAS €oBAYO
VIVOS | MUERTOS
1 78 22
2 79 21
3 77 23
4 85 15
5 87 13
6 88 12
7 80 20
8 80 20
9 81 19
10 90 10
11 89 11
12 91 9
13 83 17
14 85 15
15 86 14
16 85 15
17 85 15
18 86 14
19 91
20 93
21 94
22 90 10
23 92 8
24 90 10
25 87 13
26 89 11
27 90 10
28 90 10
29 90 10
30 89 11
MEDIA 86,7 13,3

Fuente: Directa

Elaborado por: Loor Alex
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GRAFICO N°: 1 PORCENTAJE DE LA DETERMINACION DE LA
VITALIDAD DEL ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

90

86,7

COBAYO

@VIVOS mEMUERTOS

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor

En el cuadro N° 5 y grafico N° 1 se puede observar las caracteristicas
microscopicas en relacion a la vitalidad del espermatozoide del cobayo, tuvo una
relacion en los vivos de 78 a 93 con una media 86,7% a diferencia de los muertos
que tiene una relacion de 7 a 22 con una media 13,3%. A comparacion del
espermatozoide bovino segin Catena 2005 dice que se encuentra el 84,5% de
espermatozoide vivos haciendo una relacion de 15,5% de espermatozoides

muertos.
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CUADRO N: 5 DETERMINACION DE LA MOVILIDAD DEL

ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

MUESTRAS coBAYO
MOVILES INMOVILES
1 60 40
2 59 39
3 60 40
4 69 31
5 68 32
6 69 31
7 74 26
8 75 25
9 74 26
10 81 19
11 84 16
12 83 17
13 66 34
14 65 35
15 66 34
16 76 24
17 75 25
18 76 24
19 71 29
20 72 28
21 72 28
22 82 18
23 82 18
24 80 20
25 72 28
26 73 27
27 72 28
28 82 18
29 83 17
30 83 17
MEDIA 73,5 26,5

Fuente: Directa

Elaborado por: Loor Alex
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GRAFICO N°: 2 PORCENTAJE DE LA DETERMINACION DE LA
MOVILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

80

73,5

MOVILES INMOVILES

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor

En el cuadro N°6 y grafico N° 2 se determina la movilidad del espermatozoide de
los cobayos moviles con una media de 73,5% y una media de 26,5% de
espermatozoides inmoviles, a relacion de los que dice Hafez en el 2000 que los

espermatozoides del bovino tiene un 40 a 75% de movilidad
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CUADRO N: 6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION

ESPERMATICA DEL COBAYO

MUESTRAS | CONTEO DE C. NEUBAUER | CONCENTRACION POR MUESTRA / ML
1 236 23,600,000
2 235 23,500,000
3 236 23,600,000
4 252 25,200,000
5 253 25,300,000
6 254 25,400,000
7 245 24,500,000
8 245 24,500,000
9 246 24,600,000
10 260 26,000,000
11 262 26,200,000
12 261 26,100,000
13 259 25,900,000
14 258 25,800,000
15 259 25,900,000
16 263 26,300,000
17 264 26,400,000
18 265 26,500,000
19 263 26,300,000
20 262 26,200,000
21 262 26,200,000
22 257 25,700,000
23 255 25,500,000
24 256 25,600,000
25 263 26,300,000
26 264 26,400,000
27 262 26,200,000
28 269 26,900,000
29 270 27,000,000
30 269 26,900,000

MEDIA 256,8 25,680,000

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor

El cuadro N° 7 se indica la determinacion espermatica la cual fue evaluada

mediante la camara de Neubauer en este proceso se utiliza el conteo de 5 casilla
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para obtener la suma de los espermatozoides y multiplicarlos por 10 de la altura
de la camara por 10 de la diluciéon y por 1000 el factor de conversion, obteniendo
como resultado que en los 30 cobayos hay una media de 25,680,0000
espermatozoides por ml en comparacion a la del bovino es de 800-2000 millones

de espermatozoides por ml segiin Hafez 2000

3.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL
ESPERMATOZOIDE

3.3.1 DETERMINACION DE LA FORMA DEL ESPERMATOZOIDE

Fuente: Directa

Autor: Loor Alex

El espermatozoide del cobayo presenta una cabeza ovalada con el extremo distal
achatado y su acrosoma se visualiza claramente, se nota muchas anormalidades

como cabezas sin acrosoma, por la falta de madures en la espermatogénesis a
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diferencia de otros roedores segin Rodriguez, 2011 presenta una pieza media

larga y su cola es larga, en algunos cosas presenta doble cola. En comparacion de

espermatozoide del bovino que presenta la cabeza en forma de bate de béisbol con

extremo proximal concavo y el acrosoma se visualiza escasamente, con cola

delgada segtin (Lizarazo, 2009)

CUADRO N: 7 DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA DEL
ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

MUESTRAS NORMALES (%) ANORMALES (%)
1 60 40
2 59 41
3 61 39
4 64 36
5 65 35
6 66 34
7 68 32
8 68 32
9 69 31

10 60 40
11 59 41
12 60 40
13 73 27
14 72 28
15 72 28
16 65 35
17 63 37
18 66 34
19 76 24
20 76 24
21 77 23
22 78 22
23 76 24
24 77 23
25 63 37
26 62 38
27 61 39
28 76 24
29 75 25
30 76 24
MEDIA 68 32

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor
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GRAFICO N°: 3 PORCENTAJE DE LA DETERMINACION DE LA
MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO

® Normales

m Anormales

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor

En el cuadro N° 8 y grafico N° 3 se observa la morfologia del espermatozoide del
cobayo, en donde se determind que los espermatozoides normales van desde 60%
a 77% y se obtuvo una media del 68%, en los espermatozoides anormales va
desde 23% a un 40% con una media del 32%. Hafez 2000 manifiesta en su
literatura que en los bovinos se encuentra del 65 a 95% de espermatozoides

normales.
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CUADRO N: 8 CLASIFICACION DE LOS ESPERMATOZOIDES
ANORMALES EN EL COBAYO

PRIMARIAS SECUNDARIAS
MUESTRAS ] GOTA
COLAS ENROLLADAS (%) | DO O MAS | ANOMALIAS DE LA CABEZA | - ¢y (35 agviaTICA
COLAS (%) (%)
(%)
1 3 18 15 5
2 3 16 15 6
3 2 18 15 1
4 2 16 11 7
5 1 15 12 7
6 3 16 10 5
7 1 15 10 6
8 0 16 10 6
9 2 14 9 6
10 0 18 19 3
11 0 17 20 4
12 1 17 21 2
13 3 10 9 5
14 3 11 10 4
15 2 9 11 6
16 2 12 16 5
17 1 13 17 6
18 2 12 15 6
19 0 9 12 3
20 0 9 12 3
21 1 8 9 5
22 5 8 7 2
23 3 9 8 4
24 4 7 9 3
25 0 11 19 7
26 1 11 18 7
27 1 12 19 7
28 0 7 10 7
29 1 7 9 8
30 0 8 9 7
MEDIA 1,6 12,3 12,9 5

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor
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GRAFICO N°: 4 PORCENTAJE DEL ESPERMATOZOIDES
ANORMALES DEL COBAYO

PORCENTAIJE DE
ESPERMATOZOIDES
ANORMALES DEL COBAYO

M Primarias

M Secundarias

Fuente: Directa

Elaborado por: Alex Loor

En el cuadro N° 9 se observa la clasificacion del espermatozoide anormal del
cobayo donde existe alteraciones primarias, secundarias; en las primarias se
divide en colas enrolladas con el 1,6 % y dos o mas colas con el 12,3%. Las
alteraciones secundarias se divide: en anomalias de la cabeza con el 12,9% y gotas
citoplasmaticas con el 5%, a diferencia del bovino que podemos encontrar en
alteraciones de la cabeza 3,3%, gota citoplasmatica el 0.04%, alteraciones de la
cola 3,4% segun Flores, 2000. Y en grafico N°4 Podemos determinar que en el
cobayo existe un 60% de alteraciones secundarias y un 40% de alteraciones

primarias
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CUADRO N: 9 DETERMINACION DE LAS MEDIAS DE LAS PARTES
DEL ESPERMATOZOIDE DELL COBAYO

MEDIDAS DE LAS PARTES DEL Cobayo
MEDIDAS EN
MICRAS
ESPERMATOZOIDE 102,53
8,81 de largo por
CABEZA 7,41 de ancho
ACROSOMA 1,95
PIEZA INTERMEDIA 9,31
COLA 84,41

Fuente: Directa

Elaborado por: Loor Alex

Las medidas de la cabeza del espermatozoide del cobayo tienen una media de
102,53 pum, la cabeza mide 8,81 um de largo y 7,41 pm de ancho, se nota
claramente el acrosoma en la cabeza en cual tiene una media de 1,95 um, la pieza
intermedia tiene una media de 9,31 um vy la cola mide aproximadamente 84,41
pm. En comparacion al espermatozoide del bovino que mide la cabeza: 8,9 —
10 um de largo 4,5- 5,5 pm de ancho, la pieza intermedia mide 5 umy la cola

de 23 — 30 um de longitud segun (Lizarazo, 2009)
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CONCLUSIONES

Las conclusiones fueron:

v

En relacion al color del semen del cobayo es blanco cremoso y presenta
con un pH de 7,3.

La vitalidad de los espermatozoides de cobayo dieron una media de 86,7%
de espermatozoides vivos 13,3, con una movilidad espermatica del 73,5%.
En la morfologia espermatica se encuentra en los cobayos una media de
68% de espermatozoides normales y un media de 32% de espermatozoides
anormales. De los espermatozoides anormales en el cobayo podremos
decir que el 40% pertenece a anomalias primarias y el 60% a anomalias
secundarias.

El espermatozoide del cobayo presenta una cabeza ovalada con el extremo
distal achatado con un y su acrosoma se visualiza claramente, se nota
muchas anormalidades como cabezas sin acrosoma, presenta una pieza
media larga y su cola es larga, en algunos cosas presenta doble cola

Las medidas de la cabeza del espermatozoide del cobayo tienen una media
de 102,53 pum, la cabeza mide 8,81 um de largo y 7.41 um de ancho, se
nota claramente el acrosoma en la cabeza en cual tiene una media de 1,95
pum, la pieza intermedia tiene una media de 9,31 um y la cola mide

aproximadamente 84,41 pm.
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RECOMENDACIONES

» Realizar diferentes métodos de extraccion del semen del cuy y comparar
los resultados para saber cudl es el mejor método de extraccion de semen

sin dafar al animal.

» Realizar esta investigacion con otras lineas de cuyes para corroborar el
estudio de la morfologia espermatica para asi poder crear un plan de

mejoramiento genético en la zona de Latacunga.

» Se recomienda realizar estudios comparativos del espermatozoide con

otras especies de animales en los laboratorios de la Universidad.
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Foto N° 1: Colocacion de los testiculos en la plancha térmica

Foto N° 2: Diseccion de los testiculos en la cola del epididimo
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Foto N° 3: Diseccion de la cola del epididimo

Foto N° 4: Evaluacion del color del semen de cobayo
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Foto N° 5: Lavado con el diluyente en la cola del epididimo

Foto N° 6: Evaluacion del pH del lavado de los testiculos del cobayo
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Foto N° 7: Preparacion de las placas para ver en el microscopio

Foto N°8: Evaluacion de la motilidad individual
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Foto N° 9: Evaluacion de la mortalidad con la tincion de nigrosina

Foto N° 10: Evaluacion de la morfologia del cuy, espermatozoide con 2 colas
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Foto N° 11: Espermatozoide con presencia de gota citoplasmatica

Foto N° 13: Utilizacion de la camara de Neubauer
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Foto N° 14: Medicion de la cabeza del espermatozoide del cobayo

Foto N° 14: Medicion de la pieza intermedia del espermatozoide del cobayo
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Foto N° 14: Medicion total del espermatozoide del cobayo

69



