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Resumen: La evaluacién de semen canino puede brindar informacién importante
relacionada con la capacidad fecundante del semen fresco o congelado. El estudio
de la morfologia espermdtica en el microscopio éptico provee informacién limitada
sobre la estructura del espermatozoide. Sin embargo, el microscopio electrénico de
barrido y el microscopio electrénico de transmision pueden revelar mds detalles de
la estructura espermdtica. Es asi que muchos espermatozoides considerados mor-
folégicamente normales al microscopio éptico pueden presentar diferentes defectos
al ser observados con un microscopio electrénico. El objetivo de este estudio fue
describir defectos espermdticos observados en el semen canino fresco y los danos
presentes en el semen canino luego del proceso de congelacién. Se colecté la frac-
cion espermdtica del semen de 8 caninos Ovejero Alemdn. La misma fue diluida
hasta una concentracion espermdtica final de 100x10°/ ml y envasada en pajuelas
de 0,5 ml y congelada sobre vapores de nitrégeno liquido. Una alicuota de cada
fraccion espermdtica fue preparada inmediatamente después de la coleccién y la
otra luego de la descongelacion. Las mismas fueron observadas con microscopio
electrénico de barrido y microscopio electrénico de transmision. Se describieron las
anormalidades observadas en el semen fresco y los darfios espermdaticos ocurridos
en el semen congelado.

Palabras clave: semen- canino- ultraestructura- microscopia electrénica.

ELECTRON MICROSCOPY AS A TOOL FOR
CANINE SEMEN EVALUATION

Abstract. Canine semen evaluation can give important information related to the fresh or
frozen-thawed semen fertilizing ability. However routine test can not predict accurately semen
fertilizing ability. Assessment of sperm morphology at the light microscopy level can provide
only limited information on the structure of the spermatozoa. Transmission electron microscope
and scanning electron microscope can reveal more details of sperm structure. Many sperma-
tozoa considered morphologically normal at light microscopic level could have many defects
when observed with an electron microscope. The aims this study was described morphologi-
cal defects in canine fresh semen and damage observed in frozen-thawed semen. The sperm
fraction was collected from 8 dogs, each was diluted in a two step dilution to a final sperm
concentration of 100x10°/ml and were packed in 0.5 ml straws. The straws were frozen in
a Styrofoam box 4 cm above liquid nitrogen. One sample was prepared immediately after
collection and the other samples were taken after freezing-thawing. Samples were observed
with a transmission electron microscope and scanning electron microscope. Morphological
defects and sperm damage were described in fresh and frozen-thawed semen.
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INTRODUCCION

La evaluacién seminal rutinaria es un estu-
dio que brinda informacion sobre la cantidad y
calidad de los espermatozoides presentes en el
eyaculado y es imprescindible para determinar
tanto la produccion espermatica como la funcio-
nalidad de las glandulas sexuales accesorias (1).
Este método también permite evaluar la calidad
de semen criopreservado al descongelado (2).

Los indicadores utilizados en el analisis
del eyaculado son: volumen, color, aspecto, con-
centracion de espermatozoides, porcentaje de
espermatozoides métiles, porcentaje de esperma-
tozoides con membrana plasmatica intacta, por-
centaje de espermatozoides con acrosoma intacto,
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales y tipo de morfoanomalia. Ademas, se
evaliian las caracteristicas fisicoquimicas del se-
men (pH, osmolalidad y viscosidad), la bioquimica
seminal (fructuosa, acido citrico, fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina), se realizan estudios inmu-
nolégicos (3) y microbiologicos (4, 5). También se
investiga la presencia de células no espermaticas
en el eyaculado (6).

A pesar de su utilidad, la evaluacién
de semen mediante pruebas de contrastacién
rutinarias no ofrece una informacién completa
de la capacidad fecundante de un eyaculado
o del semen criopreservado (7). Es necesario
realizar otras pruebas (prueba de sobrevida es-
permatica, capacitacion espermatica espontanea
e inducida, pruebas de estrés oxidativo, prueba
hipoosmotica, etc.) que contribuyan a evaluar
la capacidad fecundante del semen (8). De esta
manera se puede obtener informacion adicional al
espermograma basico y estimar con mas certeza
la capacidad fecundante del eyaculado, gracias a
la combinacién de las diferentes pruebas (9). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que las pruebas
in vitro nunca podran predecir exactamente cual
sera la capacidad fecundante del eyaculado en el
momento que éste sea depositado en el aparato
genital femenino.

La motilidad y el numero de los espermato-
zoides son dos de los tres pilares que sostienen
la estructura diagnéstica del analisis del eyacu-
lado. La morfologia constituye el tercer pilar. La
evaluacion morfologica de semen comprende la
diferenciacién cuali y cuantitativa de esperma-
tozoides normales y anormales, y la distincion
de otras células no espermaticas. Entre éstas se
incluyen las células epiteliales procedentes del
tracto reproductivo, células de la linea seminal y
leucocitos (colectivamente denominadas “células
redondas”) (6).

A pesar de su importancia, el rol de la
morfologia espermatica en el estudio de la ferti-
lidad del semen ha sido muy controversial. Sin
embargo para la mayoria de los investigadores no
hay dudas de su importancia en el diagnostico

de la fertilidad en los animales y en el hombre
(10, 11, 12). Es asi que la morfologia segiin
criterio estricto (13) es un excelente indicador
de funcionalidad/disfuncionalidad espermatica
global o parcial (14). Sin bien el impacto de las
morfoanomalias sobre la fertilidad ha sido bien
estudiado en bovinos, esta poco estudiado en los
animales de compaiia.

Aunque la morfologia espermatica puede
evaluarse con un microscopio de contraste de
fase en las especies de produccion, el principal
meétodo para diferenciar entre células normales
y anormales en caninos y felinos es el uso de
extendidos de semen tefiido con coloraciones
especiales como Spermac® (2, 15). El estudio
morfologico permite detectar anormalidades de la
cabeza, pieza intermedia y cola, defectos acroso-
males especificos o variaciones del tamano de las
cabezas. No obstante, este método esta basado
en criterios subjetivos, los cuales producen una
gran variabilidad dentro y entre los laboratorios
(16). El uso del sistema CASA provee medicio-
nes mas objetivas y confiables de la motilidad
y morfologia espermatica (17). Sin embargo, el
sistema CASA es costoso y necesita una calibra-
cion exacta (18).

La evaluacién morfolégica usando micros-
copia electrénica de transmisién o de barrido es
muy valiosa porque provee informacion detallada
a cerca de la morfologia e integridad de la célula
espermatica que no es posible obtener por medio
de otras metodologias. Esta informacién posibili-
ta estimar la fertilidad del semen analizado con
mayor exactitud que otras pruebas de analisis
de semen in vitro. Los detalles ultraestructurales
de cualquier alteracién morfolégica del semen o
el grado de dano de membrana son mejor eva-
luados usando este tipo de microscopios de alta
resolucioén (19, 20).

El microscopio electronico de barrido per-
mite examinar el espermatozoide completo a
un nivel de magnificacién elevado y con mayor
poder de resolucion que el microscopio 6ptico.
Ademas, el secado por punto critico empleado en
este tipo de microscopia evita las deformaciones
de las células espermaticas apreciandose mejor
las estructuras superficiales (21, 22). Por otro
lado, el microscopio electronico de transmision
es una herramienta utilizada, principalmente,
con finalidad diagnéstica ya que permite realizar
la evaluacion de las estructuras intracelulares
e identificar numerosos defectos estructurales,
tanto de la cabeza como de la cola, que interfieren
en el proceso de la fecundacién. Por lo tanto, la
implementaciéon de estudios ultraestructurales
podria ser de gran utilidad en la clinica andro-
légica, sin embargo, no son aprovechados en su
totalidad. Asi mismo la ultramicroscopia podria
ser sumamente beneficiosa en el area de la in-
vestigacion.
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Preservar la capacidad fecundante de los
espermatozoides ha sido un punto critico desde
el momento en que se implementaron las técnicas
de criopreservaciéon de semen para la realizacion
de inseminacién artificial (23). Para establecer el
grado de injuria asociado al proceso de congelado
y descongelado del semen es necesario realizar
una serie de estudios, de los cuales el examen
morfolégico estructural y ultraestructural es de
vital importancia (24, 25).

Eluso de las técnicas de microscopia elec-
tronica de transmisién es sumamente Util en
el diagnoéstico de una alteracién patolégica del
flagelo espermatico conocida como disquinesia
ciliar primaria o sindrome de Kartagener. Este
sindrome esta caracterizado por la disfuncién
parcial o total del flagelo por ausencia de uno o
los dos brazos de dineina de los microtubulos que
constituyen el axonema, y se asocia a sinusitis,
bronquiectasia y a esterilidad masculina (26).
La falla en la concepcion se debe a una asteno-
zoospermia total, asociada a la disquinesia ciliar
primaria, alteraciéon observable Ginicamente me-
diante microscopia electrénica (27).

La evaluacioén morfolégica de semen fresco
mediante microscopia electrénica contribuye a
valorar la funcionalidad testicular en relacién al
desarrollo seminal y el proceso de maduracion
epididimal. Se deben analizar los espermato-
zoides normales, los espermatozoides con anor-
malidades primarias y los espermatozoides con
anormalidades secundarias. Las anormalidades
primarias incluyen defectos de formacién del es-
permatozoide en el testiculo, como por ejemplo,
macrocefalia, microcefalia, bicefalia, acrosomas
anormales o inexistentes, ausencia de porcion
intermedia, cola enroscada, o biflagelados; mien-
tras que las anormalidades secundarias incluyen
defectos espermaticos relacionados con el manejo
de la muestra o con la maduracion espermatica,
tales como porciones intermedias dobladas, colas
dobladas, o presencia de gotas citoplasmatica
distal (6). Por otra parte, la evaluacién ultrami-
croscopica del semen criopreservado permite de-
terminar el grado y localizaci6én de injuria celular
causado por la criopreservacién (28).

El objetivo de este trabajo fue utilizar la
microscopia electréonica de transmision y de
barrido como parte de la evaluacién morfologica
del semen fresco y congelado-descongelado en
caninos.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES Y RECOLECCION
DE SEMEN

Se utilizaron 8 caninos, ovejero aleman,
de entre 2 y 5 afios, en actividad sexual y con
buena calidad seminal. Los animales fueron alo-
jados en caniles con un régimen de luz natural y
alimentados con alimento balanceado de calidad

Microscopia electronica en semen canino

Premium. Como criterio de aceptacion de un
macho como animal experimental se tomaron
los siguientes parametros seminales: 1) Concen-
tracion espermatica total: = 200 x 10°, 2) Motili-
dad progresiva individual: = 70 %, 3) Porcentaje
de espermatozoides vivos: 2 80 %, 4) Porcentaje
de malformaciones espermaticas primarias y se-
cundarias: <20 %, 5) Fosfatasa alcalina: = 4000
U/L (6, 29, 30, 31, 32).

Se recolecté semen una vez por semana
durante tres semanas. La fraccion espermatica
del semen fue dividida en dos alicuotas, una de
ellas fue procesada inmediatamente luego de la
recoleccion para microscopia electrénica de ba-
rrido y transmisioén. La otra alicuota de semen
fue diluida con Tris base yema de huevo con el
agregado de 5% de glicerol alcanzando una con-
centracion final de 100 x 10° espermatozoides/
ml. El semen diluido fue envasado en pajuelas
de 0,5 ml, congelado sobre vapores de nitrégeno
liquido y almacenado hasta su evaluacion (33).

MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO
Semen fresco:

La fraccion espermatica se diluyé en buffer
de fosfato (pH 7,2-7,4) y se fijé con glutaralde-
hido al 1 % durante 2 horas. La dilucién se filtro
a través de un filtro Millipore (Su de diametro) y
los filtros se deshidrataron en concentraciones
crecientes de alcohol etilico (10 % a 100 %). Pos-
teriormente, los espermatozoides depositados
sobre los filtros fueron transferidos a acetato de
amilo y sometidos al secado por punto critico
(Balzer CP 30) y finalmente se metalizaron con
oro-paladio (Jeol Fine Coat 1100). Las muestras
se observaron en un microscopio electronico de
barrido Jeol JSM 6360 LV.

Semen criopreservado
Las pajuelas de semen criopreservado fu-
eron descongeladas a 37 °C durante 1 minuto (34)
y posteriormente procesadas como se describio
en semen fresco.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION
Semen fresco:

El semen fresco se fij6 en glutaraldehido
al 2 % en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se cen-
trifugé a 1000 rpm durante 10 minutos y el
pellet obtenido permanecié en el fijador durante
2 horas a 4 °C. La fijacién secundaria se realiz6
con tetroxido de osmio al 1 % durante 1 hora a
4 °C y posteriormente, el semen se deshidrato
en una serie creciente de alcoholes y se incluyé
en resina Epoxi. Los cortes ultrafinos (90 nm) se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo y fueron examinados y fotografiados en
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un microscopio electrénico de transmision JEM
1200 EX II

Semen criopreservado
Las pajuelas de semen criopreservado fu-
eron descongeladas a 37 °C durante 1 minuto (34)
y posteriormente procesadas como se describio
en semen fresco.

CRITERIOS UTILIZADOS PARA LA EVA-
LUACION MORFOLOGICA DE SEMEN

En cada una de las muestras analizadas
mediante microscopia electréonica de transmision
y de barrido se estudiaron 100 espermatozoides.
En las muestras de semen fresco se clasificaron
los espermatozoides en células normales y célu-
las con morfoanomalias, clasificandolas segin
el tipo de anormalidad. En las muestras de se-
men congelado-descongelado se clasificaron los
espermatozoides en células normales y células
dafadas, clasificandolas segun el tipo y locali-
zacién del dafio observado.

RESULTADOS

Se observé que los espermatozoides cani-
nos poseen los mismos componentes que otros
espermatozoides eucariotas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BA-
RRIDO

En el semen fresco la mayoria de los es-
permatozoides mostraron una cabeza oval nor-
mal con una membrana homogénea e intacta.
También el cuello y las diferentes partes de la
cola fueron morfolégicamente normales. Se ob-
servaron algunas alteraciones tales como gota
citoplasmatica distal (Figura 1) y cola enrollada.
En las muestras congeladas-descongeladas, los
espermatozoides mostraron dano acrosomal,
cuellos rotos y colas desprendidas (Figura 2).
También se observaron muchos espermatozoides
con acrosomas intactos pero con colas rotas. Por
otro lado, si bien se vieron muchas células in-
tactas algunos espermatozoides exhibieron dafio
acrosomal y colas intactas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

En el semen fresco los espermatozoides
normales estuvieron compuestos por una cabeza
y una cola. En la cabeza se observaron tres areas
claramente distintivas: 1) el acrosoma, cubriendo
a modo de capucha mas de la mitad del ntcleo,
2) la regién ecuatorial justo detras del acrosoma
y 3) la regién pos-ecuatorial. En la cola se distin-
guieron las tres porciones: la pieza intermedia, la
pieza principal y pieza terminal. La pieza interme-
dia estuvo conectada con la regién pos-ecuatorial

de la cabeza por el cuello. Las mitocondrias,
estuvieron contenidas en la pieza intermedia or-
denadas en forma helicoidal en torno al axonema.
Ademas, en la pieza principal se observo la vaina
de refuerzo y en la pieza terminal se detecté la
porcion final del axonema. El axonema se observo
a lo largo de todo el flagelo y estuvo formado por
9 pares de microtiibulos organizados en forma
radial alrededor de 2 filamentos centrales.

En el semen fresco se identificaron esper-
matozoides con defectos acrosomales (lipping),
macrocefalia y defecto de Dag (Figura 3). La pieza
media mostré alteraciones tales como la pérdida
del axonema y presencia de gotas citoplasmati-
cas. Las tipicas desviaciones de la cola fueron
fracturas o enrollamiento, combinacion de una
seccién proximal y distal de la cola rodeada por
una membrana comun, colas dobles o triples. En
algunos espermatozoides con flagelos morfologi-
camente normales observados en el microscopio
optico, fue posible identificar mediante el MET
deficiencia, ausencia o alteraciones en los brazos
de dineina, alteraciones en los microtubulos,
transposicion de dobletes periféricos a posicion
central, presencia de dobletes o microtubulos
supernumerarios y ausencia de dobletes o mi-
crotiibulos.

En las muestras de semen sujetas a la
congelacion /descongelacion algunos espermato-
zoides exhibieron pérdida o dano de la membrana
plasmatica sobre la regiéon de la cabeza. En cortes
sagitales a través de la cabeza, se observé que el
plasmolema estaba desprendido en la region del
acrosoma. En la mayoria de los casos la mem-
brana plasmatica permanecié intacta (Figura
4). La formacién de grandes espacios entre la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa fue una alteracion tipica en los esperma-
tozoides congelados/descongelados. Raramente
se observaron quistes y desintegracion del plas-
molema sobre el acrosoma. También se observo
la presencia de espacios entre la membrana
acrosomal interna y el nuicleo. Las alteraciones
mas comunes vistas en espermatozoides caninos
congelados/descongelados fueron debidas al
proceso de reacciéon acrosémica falsa. Como con-
secuencia de la reaccion acrosomica falsa se ob-
servaron espermatozoides con vesiculaciéon de la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa, tumefaccion del acrosoma con formacion
de espacios irregulares entre la membrana
acrosomal interna y externa y entre la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica. A
nivel del flagelo, la membrana plasmatica tam-
bién sufri6 alteraciones. En general, la membrana
plasmatica de la pieza media permanecié mas
intacta que la pieza principal y terminal después
de la congelacién-descongelacién.

Cuando se compararon los porcentajes
de células danadas en el semen fresco versus
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Figura 1- Semen fresco (MEB). Células espermaticas de perro. Se observan gotas citoplasmaticas
(asteriscos). N: nucleo (Barra: 10 um). Figura 2- Semen congelado-descongelado (MEB). Se obser-
van colas desprendidas (flechas) y colas plegadas (asteriscos). Ademas se distingue dafio acrosémico
(A). (X 4000).

Figura 3 - Semen fresco (MET). Defecto de Dag: caracterizado por el enrollamiento de la cola alre-
dedor de la cabeza envuelta por una membrana plasmatica intacta (flechas). Se observa el acrosoma
(A) desprendido y material membranoso (1) en el citoplasma. Se distinguen cortes transversales de la
pieza intermedia (pi), pieza principal (pp) y pieza terminal (pt) con diferente grado de distorsion de la
arquitectura normal del axonema. N: nticleo. (X 30000). Figura 4- Semen congelado-descongelado
(MET). Espermatozoide con membrana plasmatica intacta pero muy hinchada y con presencia de
pliegues (flechas). MPE: membrana plasmatica externa, MPI: membrana plasmatica interna, N:
nucleo (X 40000)
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el porcentaje de espermatozoides danados en el
semen descongelado se observaron diferencias
significativas (P <0,05), siendo mayor el porcen-
taje de células intactas en el semen fresco.

DISCUSION

La ultramicroscopia ha permitido identi-
ficar diversas morfoanomalias espermaticas en
semen canino. En nuestro estudio, las anomalias
espermaticas observadas en el semen fresco me-
diante MET y MEB concuerdan con los hallazgos
comunicados por Holt (32).

Las pruebas rutinarias de contrastacion in
vitro, si bien pueden estimar si los espermato-
zoides cuentan con diferentes atributos necesa-
rios para llevar a cabo la fecundacién, no pueden
predecir exactamente la capacidad fecundante de
los mismos in vivo. Sin embargo, la informaciéon
obtenida en cada una de esas pruebas y la asocia-
cién de los resultados mejora el valor predictivo de
la fertilidad potencial de un semen determinado
(8, 35, 36). Es asi que los datos obtenidos me-
diante microscopia electronica podrian, no solo
contribuir a establecer una mejor estimaciéon de la
capacidad fecundante del semen fresco y/o crio-
preservado analizado, sino también determinar
el tipo y localizacién del dano ocurrido durante
los procesos de criopreservacion.

La morfologia del flagelo espermatico es
un parametro muy importante para diagnosticar
trastornos de fertilidad. Los estudios ultrae-
structurales de las colas de espermatozoides de
pacientes con disquinesia ciliar, revelaron que
los flagelos poseen una desorganizacion completa
de los microtibulos con patrén no reconocible.
También fue posible observar la ausencia total
del axonema mediante microscopia electronica
de transmision (37). En nuestro estudio, en el
semen fresco de los perros analizados fue po-
sible observar la ausencia total del axonema en
algunos espermatozoides. Los perros estudiados
eran fértiles y producian camadas normales en
viabilidad y niimero de cachorros, probablemente
relacionado con el escaso numero de esperma-
tozoides que presentaron la alteracién descripta
en el axonema.

Los espermatozoides estan sometidos a
diferentes tipos de estrés, durante los procesos
de enfriamiento, congelacién y descongelacién,
pudiendo producir alteraciones celulares obser-
vables sobre la ultraestructura del espermato-
zoide. Los efectos deletéreos pueden observarse
en forma inmediata al matar al espermatozoide
o incapacitarlo para la fecundacién por dano
del acrosoma o de la membrana plasmatica. Asi
mismo los procesos de congelacion y desconge-
lacién podrian reducir la longevidad de la célula
espermatica por alteracion de la estructura de
la membrana plasmatica (38), lo cual explicaria
por qué la tasa de concepciéon obtenida con la

inseminacién intrauterina es mejor que la obte-
nida por inseminacion intravaginal al usar semen
congelado/descongelado (39). Las alteraciones
observadas en los espermatozoides congelados-
descongelados, en nuestro trabajo, se correspon-
den con los comunicados previamente por otros
autores (20; 39). Asi mismo las diferencias obser-
vadas entre el porcentaje de espermatozoides da-
nados en el semen descongelado en comparacion
con el fresco se relacionarian con los diferentes
tipos de estrés sufrido por las células durante la
congelacion /descongelacién en concordancia con
lo comunicado por Watson (40).

El espermatozoide es una célula altamente
especializada con una membrana plasmatica
que no solamente ayuda a preservar la integri-
dad celular, sino que también participa en los
eventos de fusién de membrana asociados con
la fecundacion. En el caso del semen criopreser-
vado, se considera que la membrana plasmatica
es el sitio en el cual se inicia la injuria inducida
por la congelacion (41). Nuestras observaciones
nos permitieron confirmar que los procesos de
congelacion/descongelaciéon producen altera-
ciones importantes en la membrana plasmatica
y acrosémica asi como en la distribucién del
contenido acrosomal. Los efectos deletéreos ob-
servados en las membranas de las cabezas de
los espermatozoides posteriores a la dilucion,
congelacién y descongelacién podrian explicar
por qué, generalmente, la fertilidad del semen
congelado/descongelado es mas baja que la del
semen fresco (42).

Los danos que observamos mediante el
MET en el semen congelado/descongelado se co-
rresponden con los comunicados por Strém Host
y col (43) quienes describieron que el principal
tipo de dano que afecta al acrosoma durante la
congelaciéon/descongelacion fue la alteraciéon
acrosémica, identificada mediante microscopia
de luz como una distribucién irregular del con-
tenido acrosémico e hinchamiento. En nuestro
estudio observamos alteraciones ultraestruc-
turales en el semen criopreservado, tales como
vesiculacion de la membrana acrosomal externa,
hinchamiento y pérdida de la homogeneidad y
densidad del contenido acrosémico. La deteccion
de estos cambios en el semen criopreservado no
afectaria necesariamente la capacidad del esper-
matozoide para fecundar un oocito, pero podrian
acortar la sobrevida de la célula espermatica.
En coincidencia con otros investigadores (20,
44) nuestros hallazgos de alteracion morfologica
en las membranas espermaticas indicarian que
la criopreservacién de semen induce la reaccion
acrosémica en una parte de la poblacion de esper-
matozoides del semen criopreservado, acortando
la sobrevida espermatica y/o disminuyendo la
capacidad fecundante tal como fue sugerido por
Jones y Steward (45).
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Barthelemy y col (46) establecieron que el
efecto mas llamativo durante la criopreservacion
de semen fue una declinacién en el porcentaje de
espermatozoides intactos a nivel del acrosoma.
En nuestro estudio pudimos observar un por-
centaje de espermatozoides con acrosoma intacto
significativamente superior en el semen fresco.
El MET permitié detectar dafios acrosémicos de
diferente tipo y magnitud.

Concluimos que la microscopia elec-
trénica es un método que permite evaluar las
caracteristicas morfolégicas ultraestructurales de
semen fresco y semen congelado/descongelado
de perro y que puede aplicarse en otras especies
animales y el hombre. La evaluacién morfologica
de semen es un importante componente de la
valoracion de la calidad seminal del macho canino
porque la integridad espermatica se correlaciona
con la capacidad fecundante del eyaculado. Por
otra parte la identificacion precisa de los defectos
espermaticos y su correlacién con la fertilidad
tiene implicancias directas en los programas
reproductivos en animales de pedigree.
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