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Uno de los principales problemas en la produccion del semen bovino radica en el
conocimiento de la fertilidad o capacidad fecundante de cada toro. De una cuidadosa va-
loracién de la fertilidad, dependera la utilizacion futura del material seminal y el grado de
aprovechamiento de los eyaculados obtenidos durante su vida reproductiva, es decir, las
dosis producidas por eyaculado en funcién del ntimero de espermatozoides viables.

Cuando se realiza un espermiograma del semen fresco, se evalda en forma ruti-
naria la concentracién, motilidad y morfologia; una vez congelado, se determina la
concentracion y la motilidad. La motilidad, es el pardmetro mas utilizado para valo-
rar la viabilidad de una muestra seminal. Sin embargo, ni el espermiograma ni la eva-
luacién que se hace de rutina al semen descongelado en los centros de toros o de
inseminacion artificial han mostrado ser suficientes para determinar el nivel poten-
cial de fertilidad de una muestra de semen.

En las ultimas décadas se han disefiado una serie de técnicas iz vitro que buscan
predecir en forma confiable la fertilidad de los toros utilizados en IA, pero los incon-
sistentes resultados han mostrado que lo maximo logrado es una estimacion de la fer-
tilidad. El hecho que adin no haya sido posible disefiar un método de valoracién in
vitro de las muestras de semen utilizadas se atribuye a que la fertilidad del macho es
una caracteristica muy compleja y de naturaleza multifactorial. Es imprescindible
que los espermatozoides congelados y descongelados conserven la motilidad, la inte-
gridad de sus membranas y su habilidad para capacitarse y desarrollar la reaccion
acrosOmica para que resulten aptos para unirse y penetrar la zona peltcida, alcanzar el
citoplasma del ovocito y formar el pronicleo masculino, y ello no siempre es facil de
lograr en todos los casos.

Este trabajo presenta y describe algunos de los métodos mas utilizados in vitro
para determinar la capacidad fecundante de los espermatozoides y su relacion con la
fertilidad i vivo del semen congelado de toros.
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PRUEBAS DE RUTINA DE VALORACION DEL SEMEN

Motilidad. LLa motilidad progresiva de los espermatozoides ha sido utilizada
ampliamente para predecir la fertilidad de una muestra de semen; sin embargo, los re-
sultados obtenidos en relacién con la fertilidad son contradictorios. Se han sefialado
correlaciones entre motilidad y fertilidad a campo de los machos, que van desde
r=0,15 hasta r=0,83, sin embargo, estos hallazgos no siempre han podido se corrobo-
rados. La evaluacion subjetiva con microscopio de contraste de fases es la practica
mas comun para determinar la motilidad.

En las tltimas décadas, la utilizacién de los equipos CASA (Computer Assisted
Sperm Analyser) es una practica que cada vez se hace mas habitual para evaluar en for-
ma objetiva la motilidad espermadtica. Se ha reportado la relacion entre ciertos patro-
nes del movimiento espermatico, especialmente movimiento lineal, con la fertilidad
i v1v0. Sin embargo, es importante resaltar que al determinar la motilidad, no se toma
en consideracion, la habilidad de las células espermaticas para desarrollar ciertos pro-
cesos importantes para la fertilizacion in vivo, como son la capacitacion, la reaccion
del acrosoma y la fertilizacion.

Concentracion Espermatica. La fertilidad de una muestra de semen depende-
ra del nimero de espermatozoides con atributos normales que posea. La fertilidad de
los machos bovinos describe una curva de dosis-respuesta en relacion al namero total
de espermatozoides normales inseminados y ese comportamiento es individual para
cada toro. Al inicio, la curva muestra un desplazamiento casi vertical, para luego lle-
gar a una meseta, conocida como fertilidad individual maxima. Eso significa, que si se
aumenta el ndmero de espermatozoides por dosis por encima del niimero presente al
inicio de la meseta de la curva de fertilidad de un determinado toro, no necesariamen-
te se incrementara en forma significativa la fertilidad de ese animal.

Cuando se realiza la evaluacion de rutina del semen descongelado, se considera
aceptable para inseminar, una motilidad espermatica entre 40 y 50%. Sin embargo,
esta motilidad no es un reflejo del nimero minimo de espermatozoides necesarios
para que el toro tenga una fertilidad aceptable, en especial, si se tiene en consideracién
que con el proceso de la congelacion mas del 30% de las células espermaticas sufriran
lesiones irreversibles.

Morfologia. Con esta prueba se valora la proporcion de espermatozoides anor-
males en el eyaculado, el tipo de defecto morfol6gico y se determina su relacién con la
fertilidad in viv0 de los toros. Es utilizada para eliminar toros con pobre calidad semi-
nal y refleja la funcionalidad de los testiculos, epididimos y de las glandulas acceso-
rias. Se han mostrado correlaciones negativas entre los espermatozoides anormales
con la viabilidad y con la fertilidad, sin embargo, su utilidad esta limitada cuando se
evalian toros en centros de IA que poseen alta fertilidad, ya que las muestras de se-
men tienen aceptables porcentajes de espermatozoides normales. Generalmente, la
morfologia no se correlaciona con la fertilidad del toro, a no ser que exista un alto por-
centaje de espermatozoides con formas anormales en la muestra.
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PRUEBAS COMPLEMENTARIAS DE FUNCIONALIDAD ESPER-
MATICA

En las Gltimas décadas, al espermiograma convencional se le han adicionado
otras pruebas in vitro que valoran la funcionalidad de la célula espermatica. Con esas
pruebas se trata de determinar la mayor cantidad de atributos de los espermatozoides
que son relevantes para la fertilizacion y para el desarrollo embrionario. La valoracion
de varios de estos parametros y su estudio en conjunto, podria conducir a una mejor in-
terpretacion de la capacidad fecundante de los espermatozoides, ya que como se ha in-
dicado, la fertilizacién es un proceso en el que intervienen un gran nmero de factores o
atributos y la valoracién de uno solo de ellos, no es suficiente para determinar la fertili-
dad de una muestra de semen.

Integridad de la Membrana Plasmatica. Este test se realiza bajo la presuncién
de que solo los espermatozoides viables mantienen sus membranas intactas, siendo ca-
paces de interactuar con el oviducto y el ovocito para transportarse, capacitarse y fertili-
zar. Por otro lado, esta prueba provee informacion acerca del grado de preservacion del
semen después de haber sido congelado y descongelado.

La integridad de la membrana se puede determinar a través del test de endos-
mosis (HOS-T), el cual comprueba la capacidad de la membrana plasmatica de la cé-
lula espermatica de hincharse sin romperse, cuando es expuesta a soluciones salinas
hipoténicas. También es posible valorar la integridad de la membrana, a través de tin-
ciones fluorescentes utilizadas solas o en combinacién con otros fluorocromos especi-
ficos para el ADN; sin embargo, es contradictorio el valor del examen de la integridad
de la membrana plasmatica para determinar la fertilidad de los toros. Se han sefialado
correlaciones con la fertilidad in vitro e in vivo de los machos, aunque cuando las eva-
luaciones se hicieron mediante fluocitometria o fluorescencia, no se observaron co-
rrelaciones con la fertilidad in vivo.

Reaccion del Acrosoma. La reaccion del acrosoma es inducida por la zona pe-
ldcida en el momento en que el espermatozoide entra en contacto con el ovocito. Pue-
de ser inducida in vitro, a través de la exposicion de los espermatozoides a sustancias
como los glicosaminoglicanos (GAGs), de las cuales el mas potente es la heparina.
Otros GAGs importantes serian el ionéforo de calcio A23187 o el condrohitin sulfato.

La habilidad de los espermatozoides de bovino para capacitarse en respuesta a
los GAGs y de realizar a continuacion la reaccion del acrosoma ha sido relacionada
con la fertilidad. También se ha indicado, que la induccién de la reaccién acrosémica
con el iondforo de calcio A23187 estuvo correlacionada con la fertilidad iz vivo de los
toros, medida por la tasa de no retorno. Por otro lado, se ha sefialado que es posible je-
rarquizar la fertilidad relativa de los toros lecheros, a través del test de la reaccion
acrosémica en espermatozoides incubados en condrohitin sulfato.

Fecundacion in vitro y desarrollo embrionario (FIV). La fecundacién in vitro
(FIV) ha sido utilizada como un método complementario para investigar la fertilidad
de los toros en condiciones controladas in vitro. La importancia de la FIV estaria basa-
da en el hecho de que se han senalado correlaciones positivas entre la fertilidad in vivo
de los toros con la penetracién de ovocitos, la divisiéon de embriones y con la forma-
cion de blastocistos in vitro; sin embargo, en algunos casos no se han confirmado.
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La prueba de la penetracién in vitro refleja varias caracteristicas del espermato-
zoide como viabilidad, motilidad, morfologia, capacitacion y la reaccion del acroso-
ma, valorando la capacidad de los espermatozoides para penetrar y fertilizar ovocitos
w vitro. En toros se han sefialado correlaciones entre la penetracion de ovocitos in vitro
y la fertilidad a campo determinada por la tasa de no retorno.

De igual manera, se han indicado correlaciones positivas significativas entre la
division de embriones y la tasa de no retorno, asi como entre la division de embriones
y los blastocistos obtenidos iz vitro. Las correlaciones entre el no retorno y los blasto-
cistos producidos in vitro son bajas o no se presentan, posiblemente debido a que la
formacion de blastocistos es mas dependiente de las condiciones del cultivo en las que
se encuentre el embridn.

Integridad de la cromatina espermatica. Los dafios en el ADN pueden tener
un impacto negativo en el desarrollo embrionario y en la vida futura de la cria. Los da-
nos en la cromatina de los espermatozoides puede no ser observada cuando se valoran
las caracteristicas seminales in vitro, lo que significa, que una poblacion de espermato-
zoides puede parecer normal en el laboratorio y sin embargo, su cromatina puede es-
tar danada. Se han senalado correlaciones entre la estructura de la cromatina
espermatica determinada por fluocitometria y la fertilidad de los toros.

Existen varios métodos para determinar el grado de condensacion y de estabili-
dad de la cromatina del espermatozoide. La condensacion puede ser evaluada con tin-
ciones de toluidina o azul de anilina y mediante marcadores fluorescentes (naranja de
acridina, bromuro de etidio o yoduro de propidio) utilizando el microscopio de fluo-
rescencia 6 mediante fluocitometria. La estabilidad puede ser evaluada a través del
tratamiento de los espermatozoides con diferentes quelatos como el 4cido etilen-dia-
mino tetraacético (EDTA), con agentes reductores de puentes disulfuro como el di-
tiotreitol (DTT) o con detergentes anionicos como el dodecil sulfato sédico, el cual
rompe las uniones no covalentes.

Indicadores moleculares de fertilidad. Una gran variedad de proteinas que
han sido propuestas como indicadores de la fertilidad en los machos pero al igual que
los ensayos para determinar los atributos de los espermatozoides, no es muy probable
que los ensayos moleculares, realizados en forma individual, puedan detectar sub-fer-
tilidad en todas las muestras de semen. No obstante, el analisis multiple de indicado-
res moleculares podria ser de més valor.

Informaciones recientes han sugerido que las proteinas del plasma seminal tienen
algtn efecto sobre la fertilidad. El plasma seminal de los toros de alta fertilidad mejor6 en
forma marginal la tasa de penetracion i vitro de los espermatozoides de los toros de baja
fertilidad, mientras que, a la inversa, el plasma seminal de los toros de baja fertilidad pro-
vocé un descenso en la tasa depenetracion de los espermatozoides de los toros con alta fer-
tilidad. Otras investigaciones sefialan una alta correlacion (r=0,89) entre la presencia de
algunas proteinas en el plasma seminal y la fertilidad iz vivo de los toros.

Las proteinas que se unen a la heparina son ejemplos de proteinas de las glandu-
las accesorias que pueden influenciar la fertilidad. En la superficie de los espermato-
zoides eyaculados, las proteinas que se unen a la heparina son abundantes, sin
embargo, estas proteinas son escasas en la membrana plasmatica de los espermatozoi-
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des epididimales. La cantidad de Antigeno Asociado a la Fertilizacién (FAA) en el es-
permatozoide estd asociada con la fertilidad. Al inseminar vacas y novillas con
espermatozoides positivos y negativos a FAA, la fertilidad fue alrededor del 15% su-
perior en vacas inseminadas con espermatozoides positivos al FAA. En experimentos
en los que se utilizé la monta natural, la fertilidad de los toros positivos al FAA fue 9%
mas alta que la de los toros negativos.

En conclusion, la evaluacion in vitro de la calidad espermatica es importante en
la seleccion de reproductores, a la vez que ofrece informacion acerca del grado de pre-
servacion del semen durante el proceso de congelacion. El espermatozoide es una cé-
lula que posee muchos atributos importantes para la fertilizacién, los cuales no
pueden ser valorados realizando una sola prueba. Debe aceptarse el hecho, de que has-
ta el momento, no existe ninguna prueba de laboratorio, que por si sola pueda en for-
ma confiable predecir la fertilidad del semen de un determinado macho. La tendencia
moderna esta dirigida a realizar estudios de regresion multiple, en los que se combi-
nen los resultados de las pruebas convencionales de evaluacion seminal y los de las
pruebas de funcionalidad, entre las que se incluyen la fecundacion in vitro, la integri-
dad de la cromatina o la reaccién del acrosoma. La posibilidad de predecir la fertili-
dad de los machos incrementard, en la medida que a una muestra de semen se le
realicen la mayor cantidad de pruebas que valoren los atributos de los espermatozoi-
des para favorecer la fertilizacion y el desarrollo embrionario.
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