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Figura 1: Métodos de extraccidon de semen en verracos y toros. El método de extraccién seminal en porci-
no es por medio de estimulacién manual en el potro de monta mientras que en el caso del bovino es por
electroeyaculacién. Finca “La Esmeralda” y Finca “La Vega”, Programa de Produccién Agropecuaria (PPA),

Escuela de Agronomia, Campus San Carlos.

—

Figura 2: Sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) conectado al microscopio de contraste de fase y

cdmara de alta resolucién.
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El objetivo de la evaluacién de semen en
los animales destinados a la reproduccién es
estimar el nivel de fertilidad de la muestra
analizada. Histéricamente, se han tratado
de definir criterios biolégicos minimos para
considerar un animal apto o no apto para la
reproduccién. Ademds, como resultado de la
evaluacién de la calidad seminal, se pueden
implementar biotecnologfas reproductivas
como la inseminacién artificial con el pro-
p6sito de optimizar la produccién de dosis
seminales a partir de un eyaculado.
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Entre las técnicas reproductivas, la insemi-
naci6n artificial ha sido la mds importante
en las especies ganaderas como el bovino,
porcino, caprino y ovino. Sin embargo, el
desarrollo de esquemas de reproduccién
asistida no es tan simple y se deben consi-
derar varios pardmetros que actdan entre i,
siendo la concentracién, la movilidad y la
morfologfa espermdtica los mds cominmen-
te aceptados.

Como parte de la evaluacién de la aptitud
reproductiva en las especies ganaderas, se
debe hacer una correcta valoracién fisica
general y anatémica de los érganos repro-
ductivos externos de los machos, como los
testiculos, escroto, prepucio y el pene de los

animales. Esta valoracién se acompana siem-
pre de la extraccién seminal correspondiente
y la técnica de extraccién del eyaculado
puede variar en funcién de la especie con la

que se trabaja.

En el caso de la especie porcina la extrac-
cién de semen se realiza por estimulacién
directa del animal frente a un potro de
extraccién o “maniqui” mientras que, en
el caso de la especie bovina, el método
regularmente utilizado es por electroeyacu-

lacién (Figura 1).

Cuando se realiza un andlisis seminal de

forma subjetiva es muy dificil conseguir un
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Figura 3: Trayectorias representativas de espermatozoides de verraco analizados con un sistema CASA-Mot.

minimo de fiabilidad y repetibilidad en las
valoraciones realizadas. El andlisis de pard-
metros seminales se ha realizado mediante
evaluacién subjetiva, resultando en varia-
ciones de hasta un 60% entre personas

evaluadoras.

Los sistemas de andlisis seminal asistidos
por computadora (Computer-Assisted Sperm
Analysis, CASA, Figura 2), inicialmente
desarrollados en la década de los 80 del siglo
XX, proporcionan una evaluacién més obje-
tiva de la movilidad de los espermatozoides
que la estimacién visual, asi como informa-

cién de variables cinéticas.

Los dispositivos de evaluacién computariza-
da generalmente consisten en un microsco-
pio de contraste de fase negativo, que per-
mite observar los espermatozoides blancos
sobre un fondo oscuro. Con esta técnica, la
cabeza de los espermatozoides permanece

visible, independientemente de su movi-

miento, ya que con el uso de un contraste
de fase positivo (el mds comun en la mayoria
de las marcas comerciales de microsco-
pia), las células aparecen y desaparecen en
funcién del dngulo con que se proyecten
sobre la imagen. Ademds, su uso permite
la visualizacién de las colas, lo que facilita
la identificacién de los que realmente son
espermatozoides, diferencidndolos asi de las
posibles particulas del fondo.

Por otra parte, el sistema CASA utiliza una
cdmara de alta resolucién, un escdner de
imdgenes y un ordenador con un progra-
ma informdtico especializado para guar-
dar y analizar los datos, que es en el que
pueden encontrarse mayores variaciones
entre diferentes sistemas, ya que cada uno
utiliza una aproximacién diferente en el
disefio de la programacién necesaria para
el andlisis; no obstante, todos parten del
conjunto comun de las técnicas de andlisis

de imagen.

Estos dispositivos funcionan con la captu-
ra del movimiento celular, reconstruyendo
las trayectorias de los espermatozoides y la
posicién de estos en animaciones sucesivas,
y calcula varios pardmetros de movilidad y
concentracién simultdneamente. Una carac-
teristica de reproduccién insertada en la
mayoria de estos dispositivos permite la
proyeccién de las secuencias de video del
ultimo campo evaluado, proporcionando
un control adicional para validar si todos los
espermatozoides fueron identificados y si su
trayectoria fue reconstruida correctamente.

El desarrollo del

permite mejorar la precisién y eficacia de

andlisis espermdtico
la evaluacién de los pardmetros seminales.
Los sistemas CASA-Mot proporcionan
més informacién que la evaluacién cldsica
mediante la realizacién de exdmenes
adicionales, como la diferenciacién entre el
porcentaje de movilidad total y progresiva

y el cdlculo de otros pardmetros de cinética
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Figura 4: Cdmaras de recuento espermdtico reutilizables (a) y desechables (b) con
diferentes profundidades entre porta y cubreobjetos. El principio de llenado de la
muestra varfa segin el tipo de cdmara de recuento, por dispersion de la gota (a) o

capilaridad (b).

avanzada del esperma como la velocidad
curvilinea (VCL; pm/s).

Esta se calcula mediante la unién de las
coordenadasdel centroidedel espermatozoide
en cada una de las imdgenes analizadas; la
velocidad rectilinea (VSL; pm/s), que se
estima uniendo el primer y el tltimo punto
de la trayectoria curvilinea, indicando el
desplazamiento neto de la célula en el
tiempo considerado; y la velocidad media
de la trayectoria (VAP; pm/s), que se calcula
como una interpolacién entre los puntos
correspondientes a la VCL, en un intento de
mejorar la aproximacién al desplazamiento
real de la célula.

A partir de estas tres mediciones se calculan
tres indices, en porcentaje: la linealidad
(LIN=VSL/VCL), la rectitud (STR=VSL/
VAP) y la oscilacién (WOB=VAP/VCL)
de las trayectorias, con lo que queda
caracterizada la calidad del movimiento
espermdtico. Ademds, se aporta la BCF
Hz)

expresada como nimero de veces que la

(frecuencia de entrecruzamiento,

10‘ Investiga TEC - ENERO 2021

trayectoria curvilinea cruza la lineal y la
ALH (desplazamiento lateral de la cabeza,
pm), como la altura mdxima (o media) de
la amplitud del movimiento oscilatorio o
curvilineo (Figura 3).

Ademis, la disponibilidad de informacién
registrada por computadora facilita la
comparacidn de resultados y permite detectar
posibles diferencias en los pardmetros
seminales en diferentes situaciones o ensayos
experimentales.

Los sistemas CASA han sido utilizados para
el andlisis espermdtico de diferentes espe-
cies domésticas con el fin de diagnosticar
la fertilidad del eyaculado. La adopcién
del empleo de los sistemas CASA tiene
el potencial de mejorar la evaluacién del
semen, diagnosticando de mejor forma la
calidad y fertilidad del semen. Por ejem-
plo, el uso de los sistemas CASA-Mot
proporciona informacién relevante para la
produccién de dosis seminales y el control
de calidad planeado para comercializacién
o investigacién.

Sin embargo, esta evaluacién podria verse
afectada por varios factores o artefactos
involucrados en los andlisis. Numerosos
factores no relacionados con las muestras
de semen podrian introducir variacién en
el andlisis de la movilidad espermadtica.
Varios trabajos han confirmado que el tipo
de cdmara utilizada para el andlisis (con
diferentes caracteristicas, alturas y profundi-
dades, Figura 4) podria afectar la evaluacién
de la motilidad espermdtica en las especies
ganaderas. Sin embargo, ha habido una
investigacién limitada sobre el efecto de las
caracteristicas de las cdmaras de recuento, la
tasa de fotogramas o los tiempos de andlisis
sobre la movilidad de los espermatozoides, y
menos atin sobre la cinética de estos.

A pesar de la aparente simplicidad del
gameto masculino (espermatozoide), esta
célula especializada presenta una enorme
diversidad en tamafio, forma y calidad del
movimiento. Dada su importancia en el
proceso reproductivo, se ha desarrollado una
baterfa de técnicas para estudiar la calidad
y la funcién de los espermatozoides. Entre
estas técnicas, el estudio de la morfologia
espermdtica se considera una parte esencial
del andlisis de semen que refleja, mds que la
movilidad, las caracteristicas genéticas y de

ADN de la célula (Figura 5).

Las alteraciones morfolégicas de los esper-
matozoides estdn relacionadas con tasas
bajas de fecundidad (Figura 6). Sin embar-
go, las estimaciones subjetivas de la mor-
fologia del esperma carecen de precision,
repetibilidad y exactitud. Por ejemplo, en
programas de control de calidad, se han
estimado coeficientes de variacién entre
técnicos que oscilan entre 10 y 80%. Esta
gran variabilidad ha limitado la utilidad
de dicha evaluacién morfolégica como un
predictor de calidad del semen para la repro-
duccién. Paralelamente al desarrollo de los
sistemas CASA-Mot, se disefiaron sistemas
comerciales CASA-Morph para reducir la
subjetividad de la evaluacién de la morfo-
logfa del esperma debido a que la capacidad
predictiva de los aspectos morfolégicos de la
calidad del esperma puede aumentar cuando
se utilizan criterios morfométricos, en lugar
de morfolégicos. Los métodos futuros de
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Figura 6: Variacién en la morfologia de espermatozoides de diferentes especies de mamiferos. (a) Equino, (b) caprino, (c) humano, (d) canino,

(e) bovino y (f) porcino.

andlisis de la morfologfa espermdtica proba-
blemente tendrdn més capacidades de auto-
matizacidn, incluido el registro automdtico
de las diferentes morfoanomalias.

La mayoria de los estudios publicados sobre
la morfometria de los espermatozoides se
han centrado principalmente en la cabe-
za del espermatozoide (Figura 7), aunque
otros también han medido otras partes de
la estructura del espermatozoide, como el
nicleo, el acrosoma, la pieza intermedia o
el flagelo completo (cola, incluida la pieza
intermedia). Se han utilizado diferentes

pardmetros para describir la morfometria de
la cabeza de los espermatozoides, pero los
mds cominmente aceptados son: pardme-
tros primarios que proporcionan informa-
cién sobre las dimensiones de la cabeza de
los espermatozoides y generalmente inclu-
yen longitud (L, pm), ancho (W, pm), 4rea
(A, pm2) y perimetro (P, pm); y pardmetros
derivados como aproximaciones a la forma
de la cabeza usando una serie de férmulas
matemdticas, incluyendo elipticidad= L/W,
rugosidad= 4nA/P?, alargamiento (falta de
redondez)= (L-W) /(L+W) y regularidad=

nLW/4A. Los resultados morfométricos

pueden estar influenciados por factores
internos y externos en los animales. Los
factores intrinsecos incluyen factores gené-
ticos o ambientales, edad, madurez sexual y
frecuencia de muestreo.

Sin embargo, el factor mds importante es
la introduccién de artefactos como conse-
cuencia de las técnicas de tincién celular.
En cierto modo, este proceso implica la
deshidratacién de las células, lo que intro-
duce un cambio sensible en la morfologia
final observada. La fijacién de las mues-
tras mediante fijadores quimicos también

ENERO 2021 - [nvestiga TEC ‘ 11



Proyecto de investigacion

Figura 7: Morfometrfa espermdtica de verraco analizada con el sistema CASA-Morph. Nétese los espermatozoides y las respectivas “mdscaras” de evaluacion.

introduce cambios en la morfometria celular
final. Para superar esta limitacidn, ahora
se dispone de nuevas técnicas de fijacién
celular sin uso de tinciones y con ayuda de
conceptos de temperatura y presidn para la
inmovilizacién de las células.

El uso de la morfometria geométrica es una
alternativa prometedora para este prop6-
sito. La reciente introduccién de sistemas
de fijacién de espermatozoides sin uso de
tinciones, combinado con la microscopia de
contraste de fase negativa o microscopia de
fluorescencia, son alternativas prometedoras
a los protocolos convencionales. La evalua-
cién de la morfometria de los diferentes
componentes de los espermatozoides, por
ejemplo, mediante la citometrfa de flujo,
proporcionarfa informacién valiosa en los
campos de la biologfa evolutiva y la funcién

de los espermatozoides.

Se necesitan més estudios profundos sobre
la posible asociacién entre la movilidad
y la morfometria de los espermatozoides
en las subpoblaciones espermdticas dentro
del eyaculado, asi como la funcién de los
espermatozoides y la fertilidad de campo en
especies ganaderas en condiciones tropicales.
Por ejemplo, en ganado bovino de carne,
considerando que la tasa de paricién en los
sistemas de produccién de carne bovina es
del orden del 50%, es necesario el abordaje
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de las causas de la subfertilidad empezando
por la evaluacién de la calidad seminal de los
toros reproductores en las fincas.

Segtn datos del Proyecto nacional de androlo-
gia bovina 2015-2020, llevado a cabo por la
Corporacién Ganadera (CORFOGA) y con
participacién de la Escuela de Agronomia
del TEC, del total de animales evaluados
en el quinquenio 2015-2020, el 25% ha
presentado una condicién como no apto o
insatisfactorio y de este porcentaje, el 58%
se referfa a problemas de baja a mala calidad
seminal. Ademids, del total de animales no
aptos por presentar problemas de calidad
seminal, el 69% se referia a oligozoospermia
(poca cantidad de espermatozoides en el
eyaculado) y un 31% se correspondia con
casos de azoospermia (ausencia de esper-
matozoides en una muestra de semen). El
porcentaje de animales con casos de inferti-
lidad o subfertilidad masculina influye en el
porcentaje de paricién de los hatos bovinos e
implica que la eficiencia reproductiva de un
toro al considerar la rentabilidad del sistema
productivo podria tener una importancia
relativa mayor que la calidad de la canal o la
ganancia de peso de la progenie.

El éxito de las técnicas de reproduccién
asistida en animales depende de una serie
de factores, como la capacidad del personal

para detectar celos, la destreza durante la

inseminacién artificial, asf como la calidad
del semen. Cuando la calidad del semen es
pobre en términos de volumen, nimero de
espermatozoides, movilidad o morfologfa de
los espermatozoides, las tasas de concepcién
pueden verse afectadas.

En conclusién, la fertilidad del macho bovi-
no ha sido evaluada tradicionalmente por
medio de los andlisis seminales y los resulta-
dos de estos anilisis son herramientas valio-
sas en el momento de determinar el valor
reproductivo del animal. No obstante, las
nuevas tecnologfas en andlisis espermdtico
permiten junto con los andlisis androldgi-
cos tradicionales, ampliar la informacién
reproductiva del individuo y asi predecir su

fertilidad. Il
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