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Procedimiento

. Se prepara previamente el bafio Maria a una temperatura de 32° a 34°, esto se
puede regular con la ayuda de un termometro de altas; se coloca una gradilla en
el interior para colocar los tubos de ensayo con 9.9 ml de solucién salina fisiologica
(para medir utilizar las pipetas de 10 ml), la tincion de Eosina-Nigrosina y las
muestras de semen (tubos colectores).

. En la platina térmica se colocardn portaobjetos, cobreobjetos, pipetas Pasteur,
pipetas de 1 ml para que mantengan a una temperatura promedio de entre 32°y
34°

. Recolectar semen de machos adultos como se describe en la practica de coleccion
de semen

Evaluacion macroscopica

1. Medir el volumen del eyaculado directamente del tubo colector

2. Determinar el color y consistencia del eyaculado

Evaluacion microscopica

. Para evaluar la motilidad masal se deposita una gota de semen fresco el

portaobjetos y se observa en el microscpio en el objetivo de 10x. Se observan los
movimientos en forma de torbellino o en ondas
. Para la motilidad progresiva

Se coloca una gota de semen en un portaobjetos y se le coloca un cubreobjetos;
se observa al microscopio con el objetivo 10x. Se expresa en porcentaje, 0-100%.
Se debe estimar visualmente que porcentaje de células se mueven hacia delante
de forma rectilinea

. Para evaluar vivos y muertos, sobre la platina térmica se coloca un portaobjetos,

en éste se pone una gota de dilucion 1:100y al lado una gota de Eosina—Nigrosina,
se mezclan con ayuda de otro portaobjetos, se corre hacia el frotis, y se seca. En el
campo de observacidn se cuentan los espermatozoides blancos y los rosas hasta
llegar a 100 o 200 células entre ambos; el resultado se expresa en porcentaje



4. Este frotis también se utiliza para evaluar morfologia de las células espermaticas;
se cuentan todos los espermatozoides del campo, los normales y anormales hasta
llegar a 100 o 200, el resultado se expresa en porcentaje

5. Para evaluar la concentraciéon se utiliza la cdmara de Neubauer; para llenarla se

realiza una dilucion de 1:200, ésta se hace mezclando 1 ml de disolucién 1:100
con una solucion formulada. Se espera 5 min. Para que las células se sedimenten.
Se realiza el conteo de la siguiente manera:
o Selocaliza la cuadricula central que esta dividida en 25 cuadros, que a su vez
estan divididos en 16 cuadros pequeinos cada uno
o Se realiza el conteo de los 4 cuadros de las esquinas y el central, se suman
las células y el resultado se multiplica por 10,000,000
o Los espermatozoides que tocan alguna de las lineas del lado izquierdo o de
las de la parte superior del cuadro se incluyen en la cuenta; los que toquen
alguna linea del lado derecho o de la seccion inferior del cuadro, no se
contabilizan
6. Para determinar el numero de dosis por eyaculado se utiliza la siguiente formula:

Numero de dosis = Volumen x concentracidon x % de motilidad progresiva /
(concentracidon espermatica por dosis)

7. El HOST (Test hipoosmético): Se colocan 50 pl de semen en 450 pl de solucion
hiposmotica, se incuba a 37C en bafo maria y luego se lee, colocando una gota de
la dilucion entre porta y cubreobjetos y observando con objetivo de inmersion. Se
cuentan 100 células tomando como positivo cualquier grado de enrollamiento. Un
semen fresco de buena calidad debe tener al menos un 70% de colas enrolladas

8. Al finalizar se limpiard todo el material que se utilizé y se limpiard y se
desinfectaran las mesas, se entregara el material de laboratorio.



Tabla obtenida de: Restrepo B.G., Vasquez A.N., Garcia A.E. CRIOPRESERVACION DE SEMEN
CANINO Y SU APLICACION EN LA INSEMINACION ARTIFICIAL

Tabla 1. Caracteristicas de semen fresco obtenido
de perros de diferentes razas.

Variable seminal | Promedio £ DE
Volumen (ml) 17+0,5
1,2+0,2
1,9+ 0,87
Concentracion
(x10%) 260,4 + 72,9
610,5+87,6
324 + 1886
Movilidad
progresiva (%) 95,7+ 3,6
88,7+1,2
83,8% +9,5
Espermatozoides
Vivos (%) 86,5+45
94,5+0,6
92+ 4,7
Espermatozoides
normales (%) 87, 7+6,9
93,410
83,5+ 20
Integndad de
mmfﬂﬁa f%} B?,g% * 3.1
79.8% + 6.6




