TECNICAS EN LA EVALUACION DE SEMEN, COMPARACION
DE LOS METODOS USADOS EN LA DETERI\/IINACION
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Se evaluo el procedimiento del hemocitometro (Camara de Spencer) en la cuenta espermatica,
utilizando para esto 54 muestras de semen de bovino. Los resultados indican que_ con un minimo de
5 cuadros, es suficiente para realizar la evaluacion. Se encontré mayor variabilidad en las muestras de
mayor concentracién por lo que se sugiere, para estos casos, usar muestras diluidas.

La evaluacién del potencial reproductor
del toro incluye el examen fisico, el cual a
su vez consta de palpacion rectal de las ve-
siculas seminales, &mpula eyaculatoria y con-
ductos deferentes. Obviamente, también in-
cluye la evaluacién del semen, donde las cua-
tro caracteristicas de calificacion mas impor-
tantes son: la concentracion de espermatozoi-
des, su grado de vigor, el porcentaje de mo-
tilidad progresiva y la morfologia.

La determinacion de la concentracion de
los espermatozoides es una de las pruebas mas
importantes de la calidad del semen y una
de las caracteristicas para seleccionar “u po-
tencial de fertilidad. Una vez conocida la con-
centracion de espermatozoides en el semen,
asi como el volumen del eyaculado, se podra
determinar el grado de dilucion y el nimero
de dosis. En esta forma, se asegura un nu-
mero minimo adecuado de espermatozoides
vivos por dosis de semen, para lograr niveles
optimos de fertilidad.

De acuerdo con Pickett et al. (1964) la
determinacion exacta de la concentracion del
semen tiene una gran importancia econoémica,
ya que en esta forma se puede aprovechar al
méximo el semen de los toros tratando de
asegurar de que, al momento de la insemina-
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cién artificial, cada dosis tenga por lo menos
10 millones de espermatozoides vivos.

Ademas, la concentracion esta relacionada
con la actividad testicular, ya que de acuerdo
con Hill (1956), la disminucion de la con-
centracién en un grado severo va a menudo
acompafada de otros signos de patologia tes-
ticular.

Lo anterior indica la importancia que tiene
la evaluacion correcta de la concentracion
espermatica. En el presente trabajo se eva-
lGa el método tradicional del hemocitémetro
para la determinacion de la concentracién
de espermatozoides de un volumen conocido.
Se correlaciona el nimero y posicién de los
cuadros contados, con la exactitud en la deter-
minacién de la concentracion de células es-
permaticas en la muestra analizada.

Material y métodos

En este trabajo se evalué la concentracion
de 54 muestras de semen bovino, siguiendo
el procedimiento utilizado para determinar el
namero de glébulos rojos, modificado por
Bratton, Foote y Shipman (1956).

Se prepar6 una solucién de citrato de sodio
al 2.9% de la que se depositaron 7.9 ml en
un tubo de ensayo. A éste se le agregd 0.1 ml
de la muestra de semen para obtener una
dilucion de 1:80.

De la solucién original (1:80) se tomo 1
ml y se depositd en un tubo de ensaye que
contenia 1.5 ml de rosa de bengala homoge-
neizandola por inversion. En este momento,
la muestra de semen quedd diluida 1:200.
Con una pipeta para contar glébulos rojos se
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tomé de esta solucion la cantidad suficiente
hasta llegar a la marca 101 y se coloco la
pipeta en un agitador eléctrico durante 90
segundos. En seguida se descartaron las tres
primeras gotas para asegurar que se realizara
el conteo en una parte representativa de la
solucion contenida en la pipeta. En seguida,
se depositdé una gota en el hemocitometro,
dejandola correr debajo del cubreobjeto sin
sobrellenar la cdmara del hemocitometro. Se
dejé reposar por espacio de 5 minutos, des-
pués de lo cual se procedié al conteo total
de los 25 cuadros de la camara. Para evitar
contar los espermatozoides dos veces, se con-
taron sélo aquellos comprendidos dentro de
cada cuadro y los comprendidos en sus lineas
limitantes superior e izquierda.

Se disefiaron 18 arreglos de cuadros en ba-
se a numero y posicion de éstos, con objeto
de correlacionar el nimero de espermatozoi-
des obtenidos en la cuenta de cada uno de los
18 arreglos, con la cuenta total obtenida de
los 25 cuadros del hemocitometro (Cuadro 1).
De esta forma, se determiné el efecto que
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guardan la posiciéon y el namero minimo de
cuadros del hemocitometro que se deben con-
tar para obtener una estimacion lo més exacta
posible, del nimero de espermatozoides en la
muestra analizada. El analisis estadistico se
realizé de acuerdo a Steel y Torrie (1960) y
Fryer (1966).

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos al correlacionar el
nimero de cuadros contados en la determina-
cion de la concentracion en la muestra de
semen analizada, se presentan en el Cuadro
2 y en la Gréafica No. 1. De los resultados se
puede apreciar que cuando se cuentan 9 o
mas cuadros de la camara, la curva de los
coeficientes de correlacion sigue una tendencia
asintética. Este coeficiente (0.98) puede
considerarse bastante alto. Las cifras obteni-
das cuando se contaron 5 0 9 cuadros, tuvie-
ron un coeficiente de correlacion de 0.96 y
0.98. Esto nos indica que con sélo determinar
el nimero de espermatozoides contenidos en
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5 cuadros podemos obtener una estimacion
muy precisa del ndmero de espermatozoides
contenidos en la muestra en evaluacion. En
forma similar Bratton, Foote y Shipman
(1956) encontraron un valor de 0.98 para
el coeficiente de correlacion en el conteo de
5 cuadros. No existid gran variabilidad del
coeficiente de correlacién en relaciéon al nd-
mero de cuadros contados en las 42 muestras
analizadas.

La posicion de los cuadros contados parece
no influir en el coeficiente de correlacién, ya
que se obtuvieron coeficientes muy similares
en los diferentes arreglos de cada nimero de
cuadros contados (grafica 1). Al efectuar el
analisis de varianza del nimero promedio de
espermatozoides contados por cuadro, se ob-
servd que aquellas muestras con altas con-
centraciones presentan mayor variabilidad que
aquellas con baja concentracion (gréfica 2).

GRAFICA 2

En esta gréafica se puede observar que a me-
dida que aumenta el promedio de concen-
tracién, aumenta la varianza casi en forma
lineal. Esto sugiere .que quiza sea conveniente
separar el método de evaluacién en aquellas
muestras cuya concentracion sea alta. Es de-
cir, la evaluacién podria hacerse en base a
diferentes diluciones.

En otros trabajos se ha considerado que
el error aleatorio en la determinacién de la
concentracion de espermatozoides en el semen,
se incrementa conforme aumenta la concen-
tracion de éstos debido probablemente, a que
a mayor concentracién es mayor el efecto
de la distribucion heterogénea del semen no
diluido y de errores de medicidn aleatorios.
El error aleatorio existente en la determina-
cion de la concentracion de espermatozoides
en el semen, se miniminiza homogeneizando
la muestra cuidadosamente y realizando el pi-
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peteo con gran cuidado (Bane, 1952), ya que
la distribucion del semen en el plasma es
altamente heterogéneo. De ahi que cuando
se miden pequefias cantidades de semen a
partir del mismo eyaculado, se debe esperar
un aumento en la variacion del nimero de
espermatozoides.

Como conclusiones se puede indicar que
se determind que con el conteo de un mini-
mo de 5 cuadros en el hemocitémetro se
puede obtener una evaluacién adecuada de
la concentracién de espermatozoides en el

CUADRO 2

Valores del coeficiente de correlacion para cada
uno de los arreglos sistematicos

No. de Promedio de
cuadros  Arreglos r r
1 1 0.8150 0.815
3 1 0.9500
2 0.9440 0.944
3 0.9439
4 0.9399
4 1 0.9720
2 0.9620 0.959
3 0.9599
4 0.9430
5 1 0.9700
2 0.9610 0.962
3 0.9620
4 0.9570
9 1 0.9830
2 0.9800 0.973
3 0.9730
4 0.9560
13 1 0.9820 0.982
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semen; la variacién en la posicion y distri-
bucion de los cuadros elegidos en la cAmara
del hemocitémetro, demostré no tener in-
fluencia en los resultados obtenidos; ademas
se encontrd gran variabilidad en las mues-
tras con mayor concentracion de espermato-
zoides, lo que sugiere desarrollar métodos de
evaluacion, basados en diluciones.

Summary

54 Samples of bovine semen were utilized
in the evaluation of the Spencer's chamber
method to determine semen concentration.
The results shows that counting a minimum
of 5 squares is enough to make an effective
evaluation. Greater variability was found in
samples with greater concentrations; for this
reason, it is suggested the use of diluted sam-
ples.
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