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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la relacion entre los test
de rutina de evaluacién seminal in vitro y algunas pruebas
complementarias que evalldan la capacidad funcional del es-
permatozoide, con el propésito de determinar el poder de algu-
nas pruebas de laboratorio para predecir la capacidad fecun-
dante de una muestra de semen descongelado. Se considera-
ron como pruebas de rutina, la movilidad progresiva (%MQOV),
porcentaje de espermatozoides vivos (%EVIT) y el porcentaje
de espermatozoides con formas normales (%ENOR y %
GNOR) y como pruebas complementarias: el test de endésmo-
sis (%ENDO), la integridad del acrosoma (%GNAR), la movili-
dad (%MOVS) y concentracién (CONS) después del swim-up,
el porcentaje de ovocitos penetrados (%P), embriones dividi-
dos (%D) y el de blastocistos (%B) formados tras 7 - 9 dias de
cultivo in vitro. Se utilizaron 8 pajuelas de un mismo eyaculado
de 7 toros de la raza Rubia Gallega; Los espermatozoides de
3 pajuelas fueron sometidos a swim-up y se utilizaron para fe-
cundacién in vitro (FIV) sobre 2.567 ovocitos. Para todas las
variables analizadas se observaron diferencias entre toros
(P<0,05). Ninguna de las pruebas de rutina mostré correlacion
con la FIV, sin embargo, se observd una correlacion significati-
va entre %ENOR y %GNOR, entre %EVIT y %ENDO,
%ENOR, %MOV y CONS, entre %GNAR y %MOV, %P, %D,
%MOVS y CONS; entre %P y %D; y entre %ENDO y %ENOR,
%P, %D, %MOVS, CONCS. El andlisis conjunto de la pruebas
complementarias y rutinarias permitio clasificar a los toros en
niveles de fecundidad alto, medio y bajo. Los resultados permi-
ten recomendar la inclusién de las pruebas complementarias
de funcionalidad de los espermatozoides en la evaluacion ruti-
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naria del semen ya que proporcionan informacion adicional so-
bre la capacidad fecundante de las muestras seminales.

Palabras clave: Espermatozoides, caracteristicas seminales,
fecundacion in vitro, toros Rubia Gallega.

ABSTRACT

With the purpose of assessing the discriminative power of the
tests for the evaluation of the fertilization capacity of post-thaw
semen, the relationship between the routine tests sperm-gram
that are used for evaluating semen samples in vitro and some
complementary tests that evaluate the functional capacity of
the spermatozoa were studied. As routine sperm-gram tests,
progressive post-thaw motility (%MOV), live spermatozoa
(%EVIT) and the incidence of normal sperm (%ENOR and
%GNOR) were considered. As complementary tests, the
hypo-osmotic swelling test (%ENDO), acrosom integrity
(%GNAR), motility (%MOVS) and sperm concentration
(CONS) after swim-up, rate of penetrated oocytes (%P), di-
vided embryos (%D) and the development of blastocyts (%B)
after 7-9d of cultured in vitro were examined. Frozen-thawed
semen from 7 Rubia Gallega bulls (8 tubes of the same ejacu-
late) were evaluated. The frozen-thawed spermatozoa of 3
tubes were subjected to a swim-up procedure and those sepa-
rated in this way were tested for in vitro fertilization (FIV) on
2,567 oocytes. There were significant differences (P<0,05) be-
tween bulls for all sperm traits. No significant relation between
the routine sperm-gram tests and the FIV were found. Positive
significant correlations between %ENOR and %GNOR, be-
tween %EVIT and %ENDO, %ENOR, %MOV and CONS ,be-
tween %GNAR and %MOQOV, %P, %D, %MOVS and CONS, be-
tween %P and %D, and between %ENDO and %ENOR, %P,
%D, %MOVS and CONS were found. The complementary
tests along with the routine sperm-gram allowed the classifica-
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tion of the bulls into high, medium and low fertility levels. The
results suggest the inclusion of complementary tests that
measure the functionality of the spermatozoa in the routine
evaluation sperm-gram, in order to more accurately assess the
fertilizing capacity of a semen sample.

Key words: Spermatozoa, seminal characteristics, in vitro
fertilization, frozen-thawed semen, Rubia Gallega
bulls.

INTRODUCCION

La fertilidad de los toros utilizados en los programas de
inseminacion artificial (IA) es una caracteristica béasica para
garantizar su éxito y difusién. Con frecuencia, la fertilidad de
los toros jovenes que entran en programas de IA es evaluada
a partir de la inseminacion de un gran nimero de hembras con
dosis de semen descongelado, que fueron calificadas como
aceptables mediante su evaluacién con test de rutina realiza-
dos in vitro en el laboratorio. Sin embargo, esta técnica a pe-
sar de ser fiable, es costosa, requiere mucho tiempo y solo
permite evaluar un namero limitado de machos [23, 46]. En las
ultimas décadas, se han desarrollado métodos complementa-
rios de evaluacion de la calidad de las muestras de semen que
se pueden realizar in vitro, con la ventaja de ser méas rapidos,
y que evallan la capacidad funcional de la célula espermaética,
considerando los aspectos que tienen que ver con la fertiliza-
cion [35]. A pesar de ello, hasta el momento, no se ha podido
sefialar una prueba in vitro que permita predecir con certeza la
fertilidad potencial del toro [35]. Los resultados han sido incon-
sistentes debido a los diversos factores que intervienen en el
proceso de la fecundacion y desarrollo embrionario [15], razon
por la cual, el desarrollo de técnicas de laboratorio que puedan
predecir de forma segura la fertilidad de una muestra de se-
men reviste enorme importancia cientifica y econémica [3].

Los espermatozoides son principalmente células catabo-
licas y su viabilidad decrece sustancialmente al poco tiempo
de haber sido eyaculados [15]. La criopreservacion intenta fre-
nar los efectos catabdlicos, sin embargo, durante el proceso
de congelacién-descongelacion, se producen cambios irrever-
sibles en las membranas del espermatozoide, que destruyen
muchas células y dejan al resto altamente sensibles a la ac-
cién de cualquier agente estresante del ambiente en el que
son depositados, tanto in vivo como in vitro [15]. Esto confirma
que los espermatozoides descongelados de una muestra es-
pecifica, presentan caracteristicas diferentes a las que tenia la
misma muestra en fresco [48], lo que disminuye su capacidad
para fertilizar e iniciar el desarrollo del embrién.

Son escasos los parametros de valoracion de la calidad
seminal que al utilizarlos de forma aislada hayan demostrado
una correlacion alta y significativa con la fertilidad in vivo de un
toro utilizado en IA, en especial, cuando las muestras de semen
se encuentran dentro de los rangos de normalidad aceptable
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[3]. Como consecuencia, se ha propuesto la inclusion de prue-
bas que evaltan la capacidad funcional de los espermatozoides
como son los test que valoran de integridad de la membrana
plasmatica y acrosomal y la técnica de la fecundacion in vitro
(FIV), como pruebas complementarias a las de rutina, para eva-
luar la capacidad fecundante de una determinada muestra de
semen. Esto, favoreceria una mejor determinacion de la capaci-
dad funcional del espermatozoide, al relacionar las diferentes
pruebas in vitro del semen, con andlisis mas discriminativos de
la fertilizacion como son la penetracion espermatica, la division
de los ovocitos y el desarrollo embrionario in vitro.

Este trabajo se realizé con el propoésito de investigar la re-
lacion que existe entre las pruebas convencionales o de rutina
de evaluacion de las caracteristicas seminales in vitro y la FIV,
utilizando semen descongelado de siete toros de la raza Rubia
Gallega. A las pruebas de rutina de evaluacién del semen des-
congelado se adicionaron pruebas complementarias de funcio-
nalidad de la membrana del espermatozoide, como el test de
endésmosis y la integridad del acrosoma, asi como, la movili-
dad y la concentracién espermatica después del swim-up. Se
estudio el poder discriminativo de los test de rutina y de las
pruebas complementarias, para clasificar la fertilidad potencial
de los toros en funcion de sus caracteristicas seminales.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacién de las caracteristicas seminales

Para la realizacion de este estudio se han evaluado 7 to-
ros de la Raza Rubia Gallega, con edades comprendidas entre
3y 6 afios. De cada toro se utilizaron 8 pajuelas (de 0,25mL)
de un mismo eyaculado (promedio 32,5 + 2.0 x 10° spz/pajue-
la), las cuales fueron descongeladas en bafio maria a 37°C
durante un minuto. Cinco pajuelas fueron utilizadas para la
evaluacion de la movilidad progresiva individual (% MOV), por-
centaje de espermatozoides vivos (% EVIT) y con presencia
de formas normales (% ENOR) en frotis tefiidos con eosina-ni-
grosina, porcentaje de espermatozoides normales (% GNOR)
y con acrosoma intacto (% GNAR) en muestras fijadas en glu-
taraldehido; ademés se practicO el test de enddsmosis
(%ENDO) para determinar la integridad de la membrana plas-
mética. Para cada una de las pruebas se realizaron 4 frotis,
evaludndose un total de 400 espermatozoides por pajuela.
Tanto para las pruebas FIV como para la determinacién de la
concentracion (CONS) y motilidad (%MOVS) después del
swim-up, se utilizaron las 3 pajuelas restantes de cada toro.
Los toros fueron identificados con las letras entre Ay G.

Pruebas de rutina de valoracién de la calidad seminal

Movilidad individual: Se evalué de forma subijetiva,
colocando una gota del semen descongelado de cada pajue-
la sobre un portaobjeto atemperado a 37°C y cubriéndola
con cubreobjeto. Se observd en un microscopio de contraste
de fase (400X). Se determind el porcentaje de espermato-
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zoides con movimiento progresivo clasificandolo en una escala
de 0 a 100%.

Vitalidad: Se determiné el porcentaje de espermatozoi-
des vivos y muertos (%EVIT) en frotis tefiidos con eosina/ni-
grosina [44].

Morfologia de los espermatozoides: El porcentaje de
espermatozoides con formas normales se determiné en frotis
tefiidos (%ENOR) con eosina/nigrosina [44] y en muestras fija-
das (%GNOR) en una solucion de glutaraldehido al 0,2% [33]
tamponada con cacodilato [43]. Las muestras se observaron
en un microscopio de contraste de fase (400X). Los esperma-
tozoides fueron clasificados segun su apariencia en: normales,
dobladas simples, en ovillo o enrollada en la cabeza, anormali-
dades de la pieza intermedia, presencia de gota citoplasmatica
en posicion proximal y distal, cabezas piriformes, pequefias y
desprendidas.

Pruebas complementarias de valoracion cualitativa
seminal

Integridad del acrosoma: En muestras fijadas en una
solucion de glutaraldehido al 0,2% [33] tamponado con cacodi-
lato [43] se determiné el porcentaje de espermatozoides con
acrosomas intactos (%GNAR), perdidos y dafiados mediante
la observacion de las muestras en microscopio de contraste de
fase (1000X).

Integridad de la membrana plasmatica: Se practico el
test de endosmosis (Y% ENDO), utilizando una dilucién 1:10 de
cada muestra de semen en una solucién de citrato de sodio a
100mOsm/Kg [9]. La muestra se incubd a 37°C durante 30 mi-
nutos y se fijé con una solucion de glutaraldehido al 0,2%. Los
espermatozoides se observaron al microscopio de contraste
de fase a 400X, considerando como positivo al test aquellos
que mostraban torsion helicoidal de la cola.

Separacion de los espermatozoides por swim-up: El
semen descongelado fue lavado en 3 mL de una solucién
Tyrode tamponada con hepes, centrifugando a 1000g durante
10 min. El pellet fue resuspendido en 1 mL de medio FIV para
realizar el swim-up [32]. Tras 1h de incubacién a 38,5°C en 5%
CO, y en atmésfera saturada de humedad, el sobrenadante
(650uL) fue recogido y colocado en un tubo eppendorf deter
minandose la movilidad (%6MOVS) subjetivamente en micros-
copio de contraste de fases (100X). La concentracion
(%CONS) se determind mediante un hemocitémetro.

Maduraciéon de ovocitos: Los ovarios de ternera proce-
dentes de matadero, mantenidos en solucién salina (0.9%
NaCl) a 35°C, fueron transportados al laboratorio en las 3h si-
guientes a su recoleccién. Los ovocitos se aspiraron de los fo-
liculos entre 2 y 8mm mediante jeringa y aguja de 18G. Los
complejos cumulus-ovocitos (COCs) seleccionados segln cri-
terios descritos [25], después de 3 lavados en PBS, 2 veces
en el medio de maduracién con HEPES y una vez en el mismo
medio de maduracion, fueron transferidos a placas de 4 poci-

llos y madurados in vitro (50 COCs/pocillo) en pocillos con 500
L de medio TCM 199, suplementado con FCS (10%), EGF (10
ng/mL), L-Glutamina (0,1 gr/mL) y gentamicina (50 g/mL) y cu-
biertos de aceite mineral [26]. Los COCs se incubaron durante
24h a 38,5°C en una atmosfera con 5% CO, en aire y saturada
de humedad. Todos los productos quimicos utilizados fueron
adquiridos de Sigma Chemical CO (St. Louis, MO), a no ser
que se indique otra procedencia.

Fecundacidn in vitro: Después de 24h de incubacién,
los COCs madurados se lavaron 3 veces en PBS, 2 veces en
medio de fertilizacion TALP-HEPES y una vez en el medio de
fertilizacion TALP. Aquellos COCs que presentaban las células
del cumulus bien expandidas fueron transferidos a placas de 4
pocillos con medio de fertilizacion TALP suplementado con
aminoacidos, hipotaurina (1g/mL) y heparina a una concentra-
cioén de 10 g/mL 29 y cubiertos con aceite mineral. Para fertili-
zar se utilizé una concentracion fija de un millén de espermato-
zoides por mililitro separados por swim-up. Una vez fecunda-
dos los ovocitos, se mantuvieron durante 18h a 38,5°C en una
atmasfera con 5% CO3> en aire y saturada de humedad.

Cultivo de Embriones: Transcurridas 18h, las células
del cimulus fueron removidas de los ovocitos fertilizados me-
diante agitacion (2 min), dividiéndose en 2 grupos de aproxi-
madamente 60 ovocitos cada uno. Un grupo de ovocitos fue fi-
jado en acético-etanol (1:3) para realizar la determinacion de
penetracion espermatica; el otro grupo de ovocitos fue transfe-
rido a gotas de 25L de medio SOF y mantenido en cultivo a
38,5°C, en una atmoésfera con 5% CO2 en aire y saturada de
humedad. Se determind el nimero de embriones divididos a
las 48h postinseminacion, luego se agreg6 al medio de cultivo
10% de FCS y el nimero de blastocistos desarrollados fue ob-
servado a los 7-9 dias postinseminacion

Evaluacion de la penetracion: Los ovocitos fertilizados
fijados en acido acético- etanol (1:3) y guardados en refrigera-
cion durante 24h fueron tefiidos con Lacmoid (1%) [7], obser-
vando la penetracion en microscopio de contraste de fase a
100X y 400X. Los ovocitos se consideraron fertilizados cuando
se observaron en su citoplasma: 2 pronucleos, 2 pronuicleos
mas una cola 6 1 pronacleo mas una cola [32]. Los ovocitos
con mas de 2 pronucleos o con 2 pronucleos y 2 colas, fueron
considerados polispérmicos y no fueron incluidos en los datos
de fertilizacion, aunque se tuvo en cuenta su incidencia.

Con el propdsito de seleccionar aquellos toros cuyo se-
men tuviera mayor poder fecundante, se planted una clasifica-
cion en la que primero se tomaron en cuenta los resultados de
las pruebas de rutina de evaluaciéon seminal, luego se conside-
raron los resultados de las pruebas complementarias y final-
mente, se evaluaron todas las pruebas en conjunto. En cada
animal, se ponder6 el resultado obtenido en cada una de las
pruebas, otorgandole el valor mas alto al toro que obtuviera el
maximo indice. Luego se sumaron los valores y se obtuvo una
puntuacion final para cada animal. En todos los casos, la maxi-
ma calificaciéon se correspondié con el valor absoluto de 100.
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Los resultados permitieron clasificar a los toros en 3 niveles de
fertilidad: alto, medio y bajo.

Analisis estadistico: Las diferencias observadas entre
toros para todas las variables estudiadas, fueron determinadas
por ANOVA mediante el paquete estadistico SAS [37]. Los
andlisis de las diferencias entre y dentro de cada animal se
realizaron a través del procedimiento GLM, incluyendo los
efectos del toro y sus réplicas. Las variables dependientes fue-
ron %ENOR, %GNOR, %GNAR, %EVIT, %MOV, %MOVS,
CONCS, %P, %D y %B. Se realizaron correlaciones lineales
de Pearson entre las diferentes pruebas de evaluaciéon semi-
nal, considerandose significantivas cuando P<0,05. Al detectar
un efecto significativo de la variable estudiada, se realiz6 un
andlisis de media (LSmeans) para determinar la diferencia co-
rrespondiente. Los resultados de cada una de las pruebas fue-
ron agrupados, con la finalidad de jerarquizar los toros, de
acuerdo a su fertilidad potencial. Aplicando criterios de ponde-
racion, se consideraron tres niveles de fertilidad: alto, medio y
bajo. Para cada uno de los niveles, la maxima calificacion se
correspondi6 al valor absoluto de 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se presentan las medias y las desviacio-
nes estandar (+ DE) de las pruebas de rutina de evaluacion
seminal. Se observaron diferencias (P<0,05) entre toros para
todas las variables estudiadas, coincidiendo con lo sefialado
por otros autores [10, 46]. Los valores de %EVIT variaron en-
tre 74,1 + 1,7y 88,3 + 1,9, los de %ENOR entre 853 + 1,8y
90,7 £ 1,9, los de %GNOR entre 84,6 + 2,3y 88,1 £ 2,4y los
de %MOV entre 50,0 y 58,0 + 3,6. Todos los toros presentaron
indices de movilidad, concentracion espermatica, porcentaje
de espermatozoides vivos y normales, lo suficientemente al-
tos, como para considerar las muestras de semen congelado
aceptables para inseminar, segun criterios establecidos por la
Sociedad Americana de Theriogenologia [8]. Los toros A, B C
y E mostraron los indices mas altos (P<0,05) en %EVIT y los
toros D, F y G los mas bajos, sin embargo, esos mismos toros
mostraron valores similares en el %GNOR, %ENOR y %MOV.
La variabilidad de los resultados de estas pruebas dificultan la
clasificacion potencial de los toros; esto, es indicativo de lo li-
mitado de la valoraciéon de una muestra seminal cuando sola-
mente se determina la movilidad, morfologia y la vitalidad, ex-
presada como el porcentaje de espermatozoides vivos y muer-
tos, como es habitual en los centros de producciéon de semen
[35]. Se ha sefialado, que el poder de estas pruebas para pre-
decir fertilidad, en muestras de semen de animales en los que
el porcentaje de espermatozoides normales y la movilidad son
muy altos, es limitada [2, 3, 41].

Los resultados de las pruebas complementarias de eva-
luacién seminal se pueden observar en la TABLA Il. Se encon-
traron diferencias significativas (P<0,05) entre los toros para
las pruebas %GNAR, %ENDO y CONS. Las medias variaron
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TABLA |
VALORACION DE LAS PRUEBAS DE RUTINA DE
EVALUACION DEL SEMEN DESCONGELADO DE TOROS
DE LA RAZA RUBIA GALLEGA (MEDIA+DE)

TORO EVIT ENOR GNOR MOV
A 84,842,528 86,6+2,62 86,542,9" 58+3,62
B 88,3+1,9° 90,7+#1,9° 87,741,828 57+2,4*
c 87,543,128 86,742,232 85,9421 52+2,4°
D 80,8+3,4° 89,2+1,6% 88,1+2,42 52+2.4°
E 86,3+2,32" 86,7+1,92 86,5+2,5°  55+0,0°
F 74,1+1,7° 853+1,82 84,6423 50+0,0°
G 74,6+1,4° 87.2+21¥ 86,9422 50+0,0°

EVIT= % espermatozoides vivos determinados por eosina/nigrosina.
ENOR= % Espermatozoides normales determinados por
eosina/nigrosina. GNOR= % Espermatozoides normales determinados
por contraste de fases. MOV= % Movilidad progresiva
postdescongelacion. Columnas con diferentes exponentes difieren al
P<0,05.

TABLA Il
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS COMPLEMENTARIAS
DE EVALUACION DEL SEMEN DESCONGELADO DE
TOROS DE LA RAZA RUBIA GALLEGA (MEDIA+DE)

TORO ENDO GNAR MOVS CONS
A 74,7¢1,52  71,1+1,4° >70 42+0,2°
77,3+1,2°  74,1+0,82 >70 46+0,2°

C 73,641,828  72,1+1,6° >70 3,6+0,9"

D 74,741,428  72,5+1,4° >70 3,4+0,3"

E 75,8+0,92° 72,9+1,22 56,6 2,9+0,1*

F 71,4+1,8 71,5+2,4° >70 20+0,3

G 71,0#1,7°  71,3+#15° >70 29+05"

ENDO= % espermatozoides con enddsmosis positiva. GNAR=%

Espermatozoides con acrosoma intacto. MOVS= % Movilidad
post-swim-up. CONS= Concentracion swim-up. Columnas con

diferentes exponentes difieren al P<0,05.

entre 71,0+ 1,7y 77,3 £ 1,2 para %ENDO,; 71,1+1,4y 74,1 *
0,1 para % GNAR; y 2,0 £ 0,3y 4,6 + 0,2 para CONS. Para
%MOVS, todos los toros tenian movilidad superior al 70%, con
excepcion del toro E en el que fue del 56,6%. Al realizar el test
de enddsmosis (WENDO) y determinar %GNAR, los toros F y
G resultaron tener los indices mas bajos de integridad de la
membrana plasmética y del acrosoma (P<0,05), lo que afecta-
ria su calidad, ya que los espermatozoides para poder fertilizar
tienen que mantener el acrosoma y la membrana plasmatica
intactas [4, 5]. Ambas membranas, cumplen funciones especi-
ficas tanto en el metabolismo espermatico como durante los
procesos de capacitacion, reaccion del acrosoma vy fertilizacion
del ovocito [35, 50]. lgualmente, fueron estos toros F y G los
que tuvieron el indice de division embrionaria mas bajo
(P<0,05), posiblemente, debido a que mostraban menos es-
permatozoides con membrana plasmatica y acrosomal intacta.
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La técnica del swim-up, se utiliza ampliamente en FIV
para seleccionar espermatozoides mdviles, obteniéndose a
través de ella una preparacién relativamente libre de células
espermaticas muertas, anormales, inmaduras y de otras célu-
las que no sean espermatozoides [36]. El hecho que la movili-
dad y la concentracion después del swim-up hayan sido corre-
lacionadas con la fertilidad in vivo e in vitro de los toros [24,
46], sugiere la idea de su uso como una prueba de la posible
capacidad fecundante de los espermatozoides. Como se pue-
de apreciar en la TABLA I, el toro E, tuvo el valor mas bajo de
%MOVS, de igual forma ocurrié para los toros E, Fy G en lo
relativo a CONS (P<0,05), sin embargo, en estos mismos toros
coinciden los valores inferiores (P<0,05) observados para la di-
vision de ovocitos (TABLA l1I). Estos resultados, confirman que
la concentracién espermatica es esencial para la penetracion
espermatica y fertilizacién de los ovocitos y, que la hiperactivi-
dad de los espermatozoides juega un papel muy importante en
la penetracion de la zona pellcida al momento de la fertiliza-
cién [17, 42, 49].

Las medias y desviaciones estandar (+ DE) de los resul-
tados de la fecundacion in vitro en toros de la raza Rubia Ga-
llega, se pueden observar en la TABLA Ill. Se analizaron un
total de 1.268 ovocitos para las pruebas de penetracion (%P) y
un total de 1.305 para las de division de embriones (%D) y de-
sarrollo de blastocistos (%B). Hubo variabilidad entre toros
(P<0,05) para todas las pruebas realizadas. Los %P oscilaron
entre 65,90 + 1,8 y 92,2 + 4,10, correspondiendo el valor mas
bajo al toro E (P<0,05) y el mas alto al toro D. Para %D y %B
los valores variaron entre 72,7 £ 7,50 y 94,0 £ 2,3 y entre 10,4
+ 1,9y 26,5 + 6,5, respectivamente; correspondiendo para %D
el valor mas alto al toro D y el mas bajo al toro E, y para % B
el mas alto fue para el toro D y el mas bajo para el B. Varios
autores han sefialado una alta variabilidad en los resultados
de la fecundacion in vitro entre toros, asi como, entre los eya-
culados de un mismo toro [5, 6,19, 21, 22,30, 31, 32, 40, 46].

En la TABLA IV se pueden observar las correlaciones de
Pearson entre todas las variables en estudio, incluyendo las
de fecundacion in vitro. Se obtuvieron correlaciones altas y

significativas entre %ENDO y %EVIT, %GNOR, %MOV,
%MOVS y CONS y entre %ENOR y %GNOR, %MOV vy
%MOVS, coincidiendo con lo sefialado por otros autores [1,
10, 36, 47]. Ninguna de las pruebas que se utilizan de forma
rutinaria para la evaluacion seminal, se correlacioné con las de
fecundacion in vitro, concordando con trabajos previos [13,
18]. Se apreci6 una correlacién alta y significativa entre %P y
%D, entre %P y %GNAR, %ENDO, %MOVS y CONS y entre
%D y %GNAR, %ENDO, %MOVS y CONS, coincidiendo con
lo sefialado en otras investigaciones [16, 22, 40, 46]. Esta co-
rrelacion indicaria que estas medidas de funcionalidad esper-
matica, podrian ser utilizadas para explicar diferencias en la
fertilidad de los toros, cuando se realizan evaluaciones de
muestras seminales. El uso de pruebas que valoren la capaci-
dad funcional del espermatozoide, podria ser mas efectivo
para la evaluacion del potencial de fertilidad de los espermato-
zoides, que las pruebas de rutina [2, 3]. No se observaron co-
rrelaciones entre %D y %B ni entre %P y %B, aunque se han
sefialado correlaciones altas y significativas entre la division
de embriones y la penetracién de ovocitos in vitro y la fertilidad
in vivo de los toros [22], sin embargo, los resultados son con-
tradictorios en cuanto a la correlacion del desarrollo de blasto-
cistos in vitro con la fertilidad in vivo [38, 45]. En apariencia, el
desarrollo de los embriones in vitro es mas dependiente de las
condiciones del medio en el que se cultivan [4, 20, 26, 28],
aunque también se ha sefialado, que aspectos relacionados
con la estructura y funcion del genoma paterno, son criticos en
todos los procesos que ocurren durante y después de la fecun-
dacion [11, 12].

La TABLA V muestra la distribucién de los toros al clasi-
ficarlos por la posible capacidad fecundante del semen des-
congelado, de acuerdo a las pruebas realizadas. En las prue-
bas de rutina de los 7 toros evaluados, solamente el toro B
quedo clasificado en el nivel alto, quedando los toros A, C, Dy
E en el nivel medio, y G y F en el nivel bajo. Al realizar la clasi-
ficacion considerando las pruebas complementarias de capaci-
dad fecundante, los toros A y D quedaron clasificados en el ni-
vel alto, mientras que B y C quedaron en el nivel medio; nue-
vamente, los toros F y G se agruparon en el nivel bajo. Por

TABLA Il
RESULTADOS DE FECUNDACION IN VITRO DEL SEMEN DESCONGELADO DE 7 TOROS DE LA RAZA RUBIA GALLEGA.
(MEDIAS+DE, %)

Toro % Penetracion % Divisién % Blastocistos % Polispermia

N° Media + DE N° Media £ DE N° Media + DE N° %
A 147/187 81,1 + 6,50° 168/199 84,4 0,59 34/199 17,0 + 3,09° 0,0 0,0
B 140/176 79,9+ 7,00°  134/174 77,3 7,37 18/174 10,4+1,88" 0,0 0,0
C 153/174 88,0 + 2,50° 157/180 87,30,87° 19/180 11,1+ 0,38° 3,0 1,7
D 166/180 92,2 +4,10° 171/182 94,0 2,34° 45/182 26,5 + 6,563° 3,0 1,6
E 101/187 65,90+ 1,8 143/197 73,0 5,50° 26/197 13,3 4,74 2,0 1,0
F 150/180 83,33+ 7,3 147/187 72,8 6,96 30/187 11,1+ 3,84° 0,0 0,0
G 146/184 80,41 +2,9° 157/186 72.4 2.46° 23/186 11,8 + 0,93° 3.0 1,6

N°= Sumatorio de tres replicas. Polis= % Polispérmia Medias en la misma columna con diferentes exponentes difieren significativamente P<0,05
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TABLA IV

NIVELES DE SIGNIFICANCIA DE LA CORRELACION DE PEARSON ENTRE LAS VARIABLES DE EVALUACION SEMINAL
INVITRO Y LA FIV

Variable ENDO ENOR GNOR GNAR MOV P D B MOVS CONS

EVI T *k%k *% *% nS *k% nS nS nS * *%
E N DO *k%k *% ns *k%k * * ns *% *%
ENOR ok ns *k ns ns ns * ns
GNOR ns ok ns ns ns * ns
G NAR *% * * ns *% *
MOV ns ns ns * *%
P *kk ns *kk ns

D ns ** ns

B ns ns

ENDO=% Espermatozoides con enddsmosis positiva. ENOR= % Espermatozoides normales determinados por eosina/nigrosina. EVIT=%
Espermatozoides vivos determinados por eosina/nigrosina. GNOR= % Espermatozoides normales determinados por contraste de fases. GNAR= %
Espermatozoides con acrosoma intacto MOV= % Movilidad progresiva post descongelacion. P= % penetracion. D=% Embriones divididos. B= %

Blastocistos. MOVS= % movilidad post swin-up. CONS= Concentracion post swim-up. Significancia: * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.

esa razon, al efectuar la evaluacion final, en la que se conside-
raron los puntos de las pruebas de rutina y las complementa-
rias incluyendo la FIV, en el nivel alto quedaron seleccionados
los toros A, B,y D, en el medio eltoro Cy EyenelbajoFyG.

TABLA V
CLASIFICACION DE LOS TOROS DE ACUERDO
LA CAPACIDAD FECUNDANTE DE SU SEMEN

DESCONGELADO
3 Como puede. observarse, las pruebas dg r_utina para cla- Prueba Nivel de fecundidad
s?flcar los toros tuvieron muy poco poder predictivo de la capa- Alto Medio Bajo
cidad fecundante de las muestras de semen congelado. La )
evaluacion de la movilidad y del porcentaje de espermatozoi- De Rutina B A-C-D-E F-G
des vivos y muertos no es indicativo de la funcionalidad del es- Complementarias A-D B-C E-F-G
permatozoide y de su poder fecundante [35], aunque debido a Todas Juntas A-B-D C-E F-G

la informacion que nos ofrecen acerca de la vitalidad del es-
permatozoide, estas pruebas siempre deberan ser incluidas en
la evaluacion seminal. La determinacion de la morfologia pue-
de ser utilizada para eliminar toros con pobre calidad seminal y
siempre deberia ser incluida en la evaluacion, no obstante, en
toros en los cuales los porcentajes de espermatozoide norma-
les es aceptable, la morfologia no ofrece informacion acerca
del nivel de fertilidad de la muestra. Al adicionar a las pruebas
de rutina los resultados de la evaluacion de las pruebas com-
plementarias, en las que se evalué la funcionalidad del esper-
matozoide, es posible lograr una mejor discriminacion de los
toros de acuerdo con la capacidad fecundante de su semen
congelado. Queda bien documentado que el espermatozoide
tiene una serie de atributos que afectan la fecundacion, divi-
sion y el desarrollo de los embriones y que estos atributos no
pueden ser detectados cuando se hacen pruebas convencio-
nales o de rutina de evaluacién seminal [11, 14].

CONCLUSION

En este trabajo se han ensayado pruebas adicionales a las
gue se utilizan en forma rutinaria para la evaluacién de la capaci-
dad fecundante de una muestra de semen. Los resultados han
coincidido con otras investigaciones en las que se sefialan corre-
laciones entre las pruebas de evaluacion seminal in vitro y la fer-
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tilidad in vitro e in vivo de los toros. Existe un posible error en la
prediccion de la fertilidad potencial de una muestra de semen,
basada en las pruebas convencionales de evaluacién seminal,
en las cuales la movilidad se evallia subjetivamente y la morfolo-
gia puede verse afectada por el proceso de congelacion-descon-
gelacion y del manejo de los espermatozoides en el laboratorio.
Debido a ello, se recomienda la inclusion de la prueba de la en-
désmosis y de la integridad del acrosoma, asi como la de la eva-
luacion de la movilidad, concentracion swim-up y de la FIV, por la
informacién adicional que proporciona acerca de la fertilidad po-
tencial de la muestra a analizar.
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