Nota de investigaclén

MODIFICACION AL METODO DE DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
~ DE ESPERMATOZOIDES EN EL SEMEN OVINO &

RESUMEN

Se comparan dos metodos para la concentracion
espermaética en carneros. E! método maodificado
consiste en la obtencién de 0.01 ml de semen
con una micropipsta de dilucién, el cual- se
mezcla con 3.99 ml de citrato de sodio. Se
obtuvieron 50 eyacuiados por vagina artificial y
muestras de ellos se diluyeron por ambos
métodos. Los resultados muestran que el
método modificado es seguro {r= .98 y hubo un
menor porcentaje de semen desperdiciado.

L.a determinacion de la concentracion
espermatica es de gran importancia
para la evaluacion del semen, es Gtil en
la seleccién de muestras con alto
potencial de fertilidad y determina la
dilucidn déptima para su preservacion,
sin menoscabo de la fertilidad. A

Debe realizarse en forma rapida y
exacta, sobre todo si se toma en cuenta
que la concentracion de espermatozoi-
des es una de las caracteristicas mas
variables en la evaluacién de una
muestra de semen' 7 .

Dentro de los métodos que se han
utilizado para medir la concentracion
espermatica se encuentran: estimacion
de lamuestra a simple vista, utilizacién
del hemocitometro, espermatocrito,
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métodos fotoeléctricos y conteo elec-
trénico™.

.De éstos métodos, los de ernipleo
comun son el hemocitometro 3.6 210
y el del espectrofotometro.512 . De
éstos, el primero es un método
sencillo, sin embargo es lento.

La estimacién del nimero de esper-
matozoides en el semen mediante el
uso del espectrofotometro se basa en
que a medida que aumenta el nimero
de células espermaticas por mi,- la
opacidad de la muestra también au-
menta y por consiguiente pasara
menos |uz, la cual es medida por el
aparato 3, ‘

El método para medir 1a concentra-
cién de semen con el uso del espectro-
fotdbmetro, contempla en uno de sus
pasos, el tomar 0.1 mi de semen_ y
mezclarlo con 7.9 ml de una solucién
de citrato de sodio, sin embargo si se
toma en consideracién que en el
borrego Pelibuey se obtienen volume-
nes de 0.3 a 1.2 ml?, sdélo en conocer
su concentracion se desperdicia del 8
al 33% del semen disponible para su
congelacién. Hernandez, Rodriguez y
Gonzalez® al utilizar vagina artificial
para colectar el semen de borrego
Pelibuey obtuvieron promedios de volu-
men de 0.8*0.3 mi para el primer eya-
culado y 0.720.3 mi para el segundo; lo
que aln representa en forma conserva-
dora un 12.5% de pérdida al utilizar
dicho sistema.
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Con la utilizacién del hemocitome-
tro, el volumen del semen requerido es
mucho menor, sin embargo como el
semen ovino es muy concentrado, con
esta dilucion de 1:200 en muchas
ocasiones es por completo imposibie
realizar un conteo preciso en dicho
aparato. Ademas, se pierde semen al
sumergir la pipeta cuentagiébulos en la
muestra, es decir, 10 que se adhiere a
las paredes externas de la pipeta. Por
o anterior, el objetivo del presente
trabajo fue modificar el método tradi-
cional de conteo de espermatozoides
con espectrofotometro, para lograr un
menor desperdicio de células esperma-
ticas, sin menoscabo en la precision
del método.

Se utilizaron 50 eyaculados prove-
nientes de carneros Pelibuey, obteni-
dos mediante vagina artificial. La
muestra de semen se homogeneizo por
medio de la inversion del tubo de
coleccion por 10 veces. Se realizd un
conteo con el método tradicional que
consistié en obtener 0.1 ml de semen;,
mezclarlo con 7.9 ml de citrato de
sodio al 2.9% con lo que se obtuvo una
dilucién de 1:80. Estos 8.0 ml propor-
cionaron suficiente material para hacer
lecturas en el hemocitometro y en el
espectrofotometro, para el que se
utilizaron 4.0 ml de acuerdo con el
método sugerido por Rodriguez y Ruiz'",

De los restantes 4.0 mi se tomé 1.0
ml y se mezclé con 4.0 m! de una
solucién de rosa de bengala, con lo que
resulté una dilucién de 1:400. De esta
dilucién, con una pipeta cuentagidbu-
los se llevd hasta la marca 101 y se
agitd por 2 min, se desecharon las
primeras gotas y se liend el hemocitd-
metro para efectuar el conteo respecti-

vO.
Con el método modificado, de la

misma muestra original de semen, se
fomd 0.1 mi con una micropipeta de
dilucién y se mezcloé muy bien con 3.99
mi de una solucion de citrato de sodio,
con lo que se obtuvo la dilucion de
1:400, con estos 4.0 ml se procedié a

realizar |a lectura con el espectrofoto-
metro en la forma tradicional y después
de esta misma muestra, se llend la
pipeta cuentaglébulos y el hemocité-
metro.

Tanto las lecturas del hemocitéme-
tro como las del espectrofotémetro, se
hicieron por dos ocasiones y Se
utilizaron los promedios para realizar
los anéalisis correspondientes, La longi-
tud de onda empleada en el espectrofo-
tometro fue de 550 nanémetros? 5 .

Para elaborar las tablas de concen-
traciéon y comparar ambos sistemas, se
realizaron ecuaciones de regresiont3 .
l.a ecuacién utilizada fue Y=a+bx, en
donde x es la densidad opticay la Y la
lectura del hemocitémetro. Para obte-
ner la densidad optica se realizdé una
transformacion logaritmica del porcen-
taje de transmisién y convertirlo en una
correlacion lineal y se le restd a 2 para
que .dicha correlacion fuera positiva,
(D= 2-log % transmisioén), de acuerdo
a lo descrito por Bratton, Foote y
Shipman', y por Rodriguez'y Ruiz 1,

En el Cuaaro 1 se presentan las
correlaciones encontradas en el méto-
do tradicional (r= .95) y en el método
modificado {r=.98). Como se puede
observar ambos valores son altos y se
encuentran dentro de los rangos men-
cionados por otros autoress 12 La
importancia del valor encontrado para
el método modificado estriba en que el
desperdicio de células espermaticas se
reduce en forma considerable, pues
con volumenes promedios de .8 ml por
eyaculado, este desperdicio no excede
del 1.2% mientras que para el tradicio-
nal, dicho valor podria ser hasta del
23%, segun el volumen del eyaculado.

Al correlacionar las lecturas de un
sistema contra otro, se observa que
éstas disminuyen de manera conside-
rable, a pesar de que ias diluciones con
ambos métodos son iguales (1:400),
esto se puede atribuir a que con el
método tradicional se realizan mas
pasos para llegar a la dilucion final, lo



cuvaDRO 1

CORRELACIONES ENTRE ESPECTROFOTOMETRO
Y HEMACITOMETRO CON LA UTHLIZACION DE
DOS METODOS DE DETERMINACION ESPERMATICA

APARATO ¥ METGDO

E. Tradicional - H. Tradicional 0.955%
€. Hodificado - H. Modificado 0.980
€. Tradicional =~ H. Modificado 0. 841
E. Modificado - H. Tradicional 6.387
E. ESPECTROFOTOMETRO

H, HEMACITOMETRO

cual aumenta las posibilidades de
error.

Con la ecuacion obtenida se proce-
dié a elaborar las tablas en donde a
cada lectura del espectrofotometro se
le da su valor de espermatozoides por
mi, de tal forma que en cuanto se vea la
lectura se conocera la concentracion de
la muestra. Estas tablas abarcaron
lecturas del 2.0 al 35.0 para el método
tradicional y del 10.0 al 75.0 para el
método modificado. En el Cuadro 2 se
presenta parte de esta informacion.

CUADRUY

.

Como se puede observar los valores del
método modificado tienen un rango
mayor, lo que es debido a la dilucion
que con éste método se tiene (1:400) y
la cual es mayor a la del método
tradicional (1:80). Estos datos con
concuerdan con lo._mencionado por
Rondeau y Rouleau'?, quienes afirman
que no hay efecto de dilucién en la
determinacion espermatica, aunque
por otro lado el efecto aqui encontrado
es el mismo que menciona Foote,
Arriolay Wall® y Rodriguez y Ruiz .

Se concluye que el método modifi-
cado aqui presentado, es eficaz y
confiable en la determinacién esperma-
tica del semen ovino cuando se utiliza
el espectrofotémetro.

.SUMMARY

A modified procedure for the sperm cell
concentration in rams Is compared with the
traditional. This procedure consists in taking
only 0.01 ml of semen by using a micropipete

2

CONCENTRACION DE ESPERMATOQZOIDES QUE
CORRESPONDEN A LAS LECTURAS DEL
ESPECTROFOTOMETRO PARA LOS DOS METODOS

METODO TRADICIONAL
(0.1 ML DE SEMEN)

METODO MODIFICADO
(0.01 ML DE SEMEN)

1:80
LECTURA CONCENTRACION
{% TRANSM.) {MILLONES DE ESPERM.)
2.0 6837
2.5 6379
3.0 6005
3.5 5689
4.0 5415
h,s 5173
20.0 2112
20.5 2061
21.0 2012
21.5 1964
22,0 1916
22.5 1870
35.0 964

1:400
CECTURA CONCENTRACION
[{MILLONES DE ESPERM,)

20.0 6939
20.5 6835
21.0 6732
21.5 6632
22.0 6535
22.5 6439
50.0 3048
50.5 3006

© 51,0 2964
51.5 2923
52,0 2882
52.5 2841
0 1326

75.
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d mixing with 3.89 ml of sodium citrate. Fifty
aculates were obtained by artificial vagina and

spllt samples were used for conventional and
modified ditutions. The results showed that the
modified procedure was accurate (r= .98 and a
low percentage of semen wastage was obtained.
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