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RESUMEN

El objetivo del presente estudio ha sido evaluar la relaciobn entre los
parametros de la calidad seminal y la capacidad de penetracién in vitro de ovocitos
homélogos (PIVh) con los resultados in vivo de fertilidad y prolificidad.

Se han analizado 60 eyaculados realizando sobre cada uno las mediciones
clasicas del espermiograma (motilidad, calidad de movimiento, volumen, concentracion
espermatica, estado del acrosoma, morfoanomalias y tincion vital), pruebas
bioquimicas (contenido de ATP, calcio, sodio, potasio, magnesio y zinc), ensayos de la
funcionalidad del espermatozoide ( test de enddsmosis, test del diacetato de
carboxifluoresceina, test ORT) y la valoracién mediante un test de penetracion in vitro
homologa. Los resultados de la valoracion in vitro del semen fueron contrastados con

los resultados obtenidos en un ensayo in vivo con inseminaciones homospérmicas.

En una primera etapa se analizaron las diferencias en la calidad seminal de
eyaculados que fueron agrupados de acuerdo a la tasa de fertilidad resultante de la
inseminacion de 300 reproductoras (Fertilidad Tipo I: < 20% (n = 10); Tipo Il: 40 - 60%
(n = 19); Tipo Ill: >80% (n = 31)). No se encontraron diferencias significativas para los
valores de volumen, concentracion, tincion vital y parametros bioguimicos entre los tres
grupos de fertilidad. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (p<0'01)
para la motilidad, las morfoanomalias totales, el acrosoma y las valoraciones de la
funcionalidad de la membrana entre los grupos de fertilidad tipo | frente a los del tipo lIl.
Mientras que el test de penetracion in vitro mostré diferencias significativas para los
tres grupos de fertilidad (p<0'01), tanto para la tasa de penetracibn como para el

namero de espermatozoides por ovocito.

Posteriormente se analizé la relacion entre la prolificidad y las valoraciones
seminales realizadas sobre los eyaculados. Estos se agruparon por el tamafo de la
camada (Prolificidad Tipo A: <8 lechones nacidos (n=9); Tipo B: 8-10 lechones nacidos
(n=28); Tipo C: >10 lechones nacidos (n=17). Se encontré que Unicamente el test de

penetracion in vitro es capaz de diferenciar eyaculados de prolificidad tipo C frente a
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los de tipo Ay B, tanto para la tasa de penetracion como para el nimero medio de
espermatozoides por ovocito.

En nuestras condiciones experimentales el estudio de los parametros de
motilidad, morfologia, acrosomas y de los test de funcionalidad de la membrana puede
ser una herramienta Util, en un primer término, para desechar eyaculados de baja
calidad, aunque estas técnicas no alcanzan la sensibilidad suficiente para dar un
resultado satisfactorio en la prediccién de la fertilidad. Sin embargo, los resultados
obtenidos muestran que el test de penetracion in vitro es la Unica técnica de las
estudiadas capaz de discriminar adecuadamente los eyaculados que daran lugar a los
distintos grupos de fertilidad.
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SUMMARY

The purpose of the present study was to evaluate the relationship between the
parameters of seminal quality and homologous oocytes in vitro penetration capacity
versus the reproductive parameters, fertility and litter size which were both

determined in a field trial.

Sixty boar ejaculates have been analysed, performing on each of them:
conventional semen analysis (motility, volume, sperm concentration, nhormal acrosome,
morphology and structural integrity), biochemical parameters (ATP, calcium, sodium,
potassium, magnesium and zinc), functional sperm assays (Hypoosmotic swelling test
(HOST), Carboxiflorescin Diacetate Test (DCF), Osmotic Resistance Test (ORT)) and
the homologous in vitro penetration test. The results observed upon a in vitro semen
valoration were checked with those obtained upon a in vivo trial with homospermic

insemination.

In a first phase, these ejaculates were gathered according to the fertility obtained
upon the artificial insemination of 300 sows (Fertility group I:< 20%, (n= 10); group II: 40
- 60%, (n=19); group lll: >80%, (n= 31)) and the differences of the seminal quality were
analysed. Volume, sperm concentration, structural integrity and biochemical values did
not differ significantly between the fertility groups. However, significant differences were
detected (p<0’01) in motility, morphology, normal acrosomes and functional integrity of
sperm membrane assays between the fertility groups | and Ill. The oocyte penetration
percentage and the number of sperm penetrated per oocyte in the homologous in vitro

penetration test differed between all these three fertility groups (p<0'01).

The relationship between the seminal analysis and the litter size of these
ejaculates was later evaluated. These ejaculates were gathered in 3 groups according
to the litter size (Group A: <8 (n=9); group B: 8-10 (n=28); group C: >10 (n=17)). Only
the homologous in vitro penetration test was found able to discriminate the group C
against A and B for both oocyte penetration percentage and the average number of

sperm penetrated per oocyte.
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In our experimental conditions the study of motility, morphology, normal
acrosomes and functional test may be a good tool, in a first analysis, to get rid of poor
seminal quality ejaculates. Still, this analysis is not accurate enough to bring out
satisfactory results to predict the in vivo fertilization capacity. In the light of these
results only the homologous in vitro penetration test has been found able to
discriminate the different groups of fertility and litter size. None the less an extensive
study is required.
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ABREVIATURAS.
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espz espermatozoide
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HOST Hypoosmotic swelling test Prueba de endésmosis

HZA Hemizone Assay Prueba de hemizona

NAD Dinucled6tido de nicotinamida y de
adenina

NAR Normal Apical Ridge Acrosomas normales

ORT Osmotic Resistence Test Prueba de resistencia osmotica
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r coeficiente de correlacion lineal

SEM Error estandar de la media

SPA Sperm Penetration Assay Test de penetracién con ovocitos de

hamster libres de zona pellucida
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1.- INTRODUCCION

El sector porcino tiene una gran importancia a nivel mundial llegando a
suponer la fuente del 25 % de la energia y un 5 % de la proteina que el hombre
obtiene de los animales (Nagai, 1996). Sin embargo, la produccion de la especie
porcina no es homogénea; asi, hay grandes zonas donde los condicionantes
culturales y religiosos limitan el consumo de los productos del cerdo y en
consecuencia la produccién porcina es muy poco importante, mientras que en otras

zonas es el principal animal de abasto.

Después de China, que alcanza casi un 30% de la produccion mundial, la
Unidon Europea se sitia como el segundo productor con el 20% de dicha produccion
mundial, por lo que el sector porcino supone un porcentaje muy importante de la
actividad agraria europea (en torno al 11% de la produccién final agraria). Este
sector se caracteriza por un alto nivel tecnologico, alta especializacion productiva y
un considerable grado de integraciéon industrial que hacen de él, junto con la
avicultura, uno de los sectores ganaderos mas modernos y dinamicos (Avella y cols.,
1992).

La rentabilidad econdmica de la explotacion porcina, en las condiciones del
mercado actual, esta basada en la utilizacién de reproductores de alto valor genético
gue mediante las mejores técnicas de produccidén consiguen productos carnicos de
alta calidad a unos costes competitivos. Este mercado tan competitivo ha impulsado
un complejo proceso de modernizacion del sector que implica la optimizacion de

todos los recursos y factores que intervienen en la produccion porcina.

Hasta el momento se han realizado importantes pasos en las mejoras de la
produccion porcina con la aplicacion de los programas de seleccién genética, los
avances en el campo de la nutricion animal, en el disefio y construccion de
instalaciones y alojamientos, que mantienen a los animales en unas condiciones
Optimas de bienestar, y en los sistemas de diagnostico y prevencion de las

enfermedades infecciosas que tan insidiosamente afectan a la produccién porcina.
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En el campo de la reproduccion porcina se ha producido un gran desarrollo en
las técnicas de gestién y control reproductivo que van intimamente unidas a la
aplicacion de la inseminacion artificial. Esta técnica ha permitido la maxima
utilizacién del potencial genético de reproductores de alto valor, ha sido una
herramienta fundamental en la prevencién y lucha contra las enfermedades porcinas
(Phillpott, 1993) y ha supuesto, en definitiva, un mejor control de todo el proceso
reproductivo (Hurtgen, 1986).

En la aplicacion de las técnicas de inseminacion artificial porcina se han
realizado numerosos e importantes avances, lo que ha permitido alcanzar una
amplia difusién en las explotaciones con unos resultados equiparables o superiores
a los obtenidos con la monta natural (Martinez y cols., 1984; Colenbrander y cols.,
1993). Para lograr resultados éptimos mediante la utilizacion de la inseminacion
artificial se han desarrollado numerosos trabajos que estudian los diferentes factores
que afectan a la técnica y sus resultados productivos como el método de recogida
seminal, el ritmo de recogida, la determinacién del numero de espermatozoides por
dosis y el volumen de las dosis seminales (Martinez y cols., 1986). Del mismo modo
se desarrollaron experiencias para conseguir diluyentes que permitieran la
conservacion de la calidad seminal durante varios dias (Martin, 1984; Johnson y
cols., 1988; Waberski y cols., 1994a) lo que permite maximizar la utilidad de la
técnica y proporciona una mayor flexibilidad en su uso. Se ha evaluado, asi mismo,
el efecto de la adicién de sustancias al semen (revisado por Flowers y Esbenshade,
1993; Quintin, 1997). Finalmente, el diagndstico por imagen puede permitir, en un
futuro préximo, la determinacion practica del momento 6ptimo de aplicacién de las
dosis seminales en relacibn al momento de ovulacion (Waberski y cols., 1994b;
Soede y cols., 1995).

Sin embargo, quedan aun importantes temas en los que es posible trabajar para
mejorar los resultados productivos. Entre ellos se incluyen la crioconservacion del
semen, cuya eficacia hasta ahora ha sido reducida (revisado por Bwanga, 1991), y la
mejora de los métodos de evaluacion del semen (Hammerstedt, 1996).
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Tradicionalmente, la calidad del eyaculado ha sido evaluada con el
espermiograma clasico, que esta basado en la aplicacién de una serie de pruebas
de una ejecucion relativamente simple y que pueden ser realizadas con un coste
moderado. En el andlisis rutinario se incluye un examen macroscopico Yy
microscépico del eyaculado en los que se mide el volumen, la concentracion, la

motilidad, el estado del acrosoma y las morfoanomalias espermaticas.

En el trabajo diario en los centros de inseminacion artificial se detectan
animales que tienen una fertilidad reducida y que al realizar un andlisis de rutina
presentan un espermiograma anormal. Sin embargo en otras ocasiones se
presentan espermiogramas normales correspondientes a verracos infértiles o
subfértiles. Por ello, ninguno de los parametros del espermiograma clasico por si
solo parece ser suficiente para predecir adecuadamente la fertilidad, aunque la
informacion combinada de todos ellos ofrece una buena estimacion de la calidad

seminal.

El desarrollo de métodos que puedan ayudar a predecir la fertilidad in vivo con
una precision adecuada es una de las prioridades del sector porcino, tal y como fue
recogido en fechas recientes en la 7% Conferencia Europea de Veterinarios
Especialistas en Inseminacién Artificial Porcina. El desarrollo de estas técnicas
precisas permitiria trabajar con reproductores que aseguren altas tasas de fertilidad
in vivo.

Para dar una solucion a este problema se han desarrollado técnicas que
pretenden alcanzar un mejor conocimiento de la célula espermatica. Con este
objetivo se puede evaluar la estructura y funcionalidad del espermatozoide. El
estudio de la membrana parece ser un buen procedimiento para evaluar la
funcionalidad del gameto masculino, ya que ésta interviene activamente en la
mayoria de las fases del proceso reproductivo. La membrana puede ser estudiada
desde el punto de vista estructural mediante la utilizacion de tinciones, o bien valorar
su funcionalidad, para lo que se han disefiado el test hipoosmotico (Jeyendran y
cols., 1984; Vazquez y cols., 1997a) y distintas técnicas con fluorocromos (Harrison
y Vickers, 1990).
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Los estudios bioquimicos se desarrollaron con la intencion de tener una
medicidn objetiva y facilmente reproducible de la calidad seminal y que fueran reflejo
de su actividad funcional. Se han realizado estudios metabdlicos y enziméticos,
cuantificandose los diferentes componentes quimicos presentes en el eyaculado y

que pueden condicionar la actividad del espermatozoide (Ciereszko y cols., 1994).

Por otra parte, el estudio del nucleo del espermatozoide permite valorar la
madurez y la estabilidad del mismo, condiciones necesarias para que pueda llegar a
producirse la descondensacion cromosdmica y la singamia. Estos estudios se
desarrollaron cuando se asociaron problemas de fertilidad con alteraciones de la
estructura del nucleo (Evenson y cols., 1980; Rosenbusch y Sterzik, 1991). Estas
alteraciones del nacleo han sido clasificadas como factores incompensables de la
fertilidad (Saacke y cols., 1994), ya que no es posible mejorar la fertilidad

aumentando el numero de espermatozoides por dosis de inseminacion.

Los procesos de capacitacion y reaccion acrosdmica Son pasos
fundamentales en la fecundacion. Por ello, se ha realizado un importante esfuerzo
en estudiar los mecanismos intimos que regulan estos procesos y que aun son en

parte poco conocidos (Barboni, 1994; Harrison, 1996).

El método mas preciso para predecir la fertilidad podria consistir en
determinar la capacidad de los espermatozoides para penetrar ovocitos en un
sistema in vitro (Bavister, 1990). Primeramente se desarrollaron sistemas basados
en la penetracién de ovocitos de hamster libres de zona pellcida, principalmente
disefiados para evaluar los espermatozoides humanos (Yanagimachi y cols., 1976).
Este método se ha convertido en una buena herramienta para valorar la capacidad
fecundante en la mayoria de las especies. Sin embargo, esta prueba no valora fases
fundamentales del proceso de penetracion del ovocito como son el reconocimiento,
la union y la penetracion de la zona pellcida. Por tanto, parece l6gico pensar que
con la utilizacion de un test de penetracion de ovocitos homologos se obtendrian
unos resultados mas ajustados a la realidad, ya que permitiria el estudio de todas las

fases del proceso de penetracion.
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Hasta el momento los problemas metodolégicos no han permitido la
aplicacion de los sistemas de fecundacion in vitro como una herramienta practica en
la valoracion de la capacidad fecundante de los espermatozoides. En los ultimos
afios se ha trabajado con el objetivo de simplificar los diferentes procesos de la
fecundacion in vitro, para que pueda ser utilizada como un test de fertilidad. La
posibilidad de utilizar ovocitos inmaduros en los sistemas de fecundacion con unas
tasas de penetracion equivalentes a las de ovocitos maduros (Martinez y cols.,
1993) supone facilitar en gran medida este estudio, ya que se puede disponer de un
gran numero de ovocitos a partir de hembras prepuberes sacrificadas en los
mataderos comerciales. Por otra parte se ha conseguido simplificar el sistema de
preparacion de los espermatozoides, hasta llegar a un método que no necesita de
lavados ni de preincubacién espermética (Martinez y cols., 1996) y que permite
obtener altas tasas de penetracion. Del mismo modo, se han estudiado los
diferentes factores que pueden condicionar el sistema, como la presencia de células
del cumulus, el tiempo de conservacion de los ovarios, el tamafio y la viabilidad del
ovocito (Matas y cols., 1996; Roca y cols., 1997). Sin embargo, hasta el momento y
debido a su reciente desarrollo no se han estudiado las correlaciones entre los

resultados del test de penetracion y los resultados reproductivos.

En la especie porcina son escasos y contradictorios los trabajos que estudian
la relacion entre los analisis in vitro del eyaculado y la fertilidad (Strezeck y Skaweta,
1984; Pursel y cols., 1984; Galli y Bosisio, 1988; Hamitt y cols., 1989; Berger y Parker,
1989; Berger y cols., 1996). En estos estudios la calidad seminal se valora
fundamentalmente mediante el espermiograma clasico y las diferencias en las
condiciones experimentales en las que se realizaron no permiten establecer

comparaciones con rigor.

Por lo anteriormente descrito, el objetivo del presente estudio ha sido evaluar
la relacién entre los parametros de la calidad seminal y la capacidad de penetracion
in vitro de ovocitos homoélogos (PIVh) con los resultados in vivo de fertilidad y
prolificidad, asi como la valoracién de las relaciones entre las diferentes pruebas de

analisis seminal.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Conceptos de capacidad fecundante y calidad seminal

La capacidad fecundante de los espermatozoides se ha definido como la
habilidad que tienen estas células para fecundar un ovocito fisiologicamente normal
y estructuralmente intacto (Yanagimachi, 1994). Sin embargo, tras esta sencilla
definicion hay un complejo proceso que incluye una serie de fases en las que el
espermatozoide debe presentar las cualidades adecuadas para poder fecundar el
ovocito tales como la unién con la zona pellcida, el desencadenamiento de la
reaccion acrosémica, la penetracién de la zona pellcida, la unién con la membrana

plasmatica del ovocito y la fusion con dicha membrana (Berger, 1996).

Por calidad seminal se entiende el conjunto de parametros que caracterizan la
viabilidad de la célula espermatica. En un principio se hacia referencia a los
caracteres que definen la morfologia y el movimiento de los espermatozoides
(Larsson, 1986), pero posteriormente se le han afadido otra serie de parametros
que tienen por objetivo cuantificar de algun modo la funcionalidad del

espermatozoide (Berger y cols., 1996).

La mayoria de los analisis in vitro utilizados hasta el momento ofrecen
informacion sobre la calidad seminal, que es fundamental para los estudios en
general de la fisiologia del espermatozoide y en particular para la conservaciéon del
semen. Sin embargo, lo realmente importante para el sector productivo porcino es el
estudio de los caracteres relacionados con el proceso de fecundacién, es decir la
determinacién in vitro de la capacidad fecundante de los eyaculados (Woelders,
1991).

La evaluacién de la calidad seminal es una parte importante y un punto critico
en el proceso de la inseminacion artificial, ya que en muchos casos, verracos
asociados con una fertilidad reducida presentan alteraciones detectables mediante un

examen rutinario del semen. No obstante, aunque es necesaria una buena calidad
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seminal para alcanzar unos niveles de fertilidad aceptables, no todos los eyaculados
con buena calidad seminal mantienen niveles de fertilidad dentro de la normalidad
(Larsson, 1986; Berger y Parker, 1989; Martinez y cols., 1993), de ahi la importancia
de la utilizacion del test de penetracion in vitro homélogo.

La posibilidad de predecir la capacidad fecundante de un eyaculado mediante
los analisis in vitro es un problema que hasta la fecha no ha sido resuelto
adecuadamente (Hammerstedt, 1996). Algunos autores proponen como causa de la
inconsistencia de los resultados conseguidos, la evaluacibn de un ndamero
relativamente reducido de células, la gran influencia de la subjetividad del observador y
la alta variabilidad que presentan muchos andlisis seminales (Graham y cols., 1980;
Evenson y cols.,, 1994; Saacke y cols., 1994). Ademas, el numero de
espermatozoides aplicados en cada inseminacion es un factor muy importante a la
hora de evaluar la fertilidad y su relaciébn con los parametros de calidad seminal
(Saacke, 1984; Saacke y cols., 1988). En las especies domésticas, las tasas de
fertilidad y prolificidad se incrementan cuando se aumenta el numero de
espermatozoides en la dosis de inseminacion, hasta llegar a un nivel en el que un
incremento en el nimero de células no aumenta la proporcién de ovocitos que se
van a fecundar (Salisbury y Vandemark, 1961). Diversos autores han propuesto
funciones matematicas para describir la relacibn entre el numero de
espermatozoides y la tasa de fertilidad (Van Duinj, 1964; Pace y cols., 1981;
Schwartz y cols., 1981). Sin embargo, hay que tener en cuenta que hay algunas
caracteristicas del espermatozoide como son las aberraciones cromosomicas, los
dafios en el ADN o las alteraciones de la estructura de la cromatina (Evenson y
cols., 1980; Ballachey y cols., 1988; Evenson y cols., 1994) que determinan la
inviabilidad en el desarrollo embrionario ain cuando la fecundacion del ovocito se
haya producido. Las alteraciones de este tipo no pueden ser compensadas con un
incremento del numero de espermatozoides en la dosis de inseminacion (Des Daas,
1992). Por este motivo, Saacke y cols. (1994) clasifican los parametros seminales en
dos categorias: compensables e incompensables. La mayoria de los parametros
clasicos evaluados en la contrastacién seminal hace referencia a la capacidad del

espermatozoide para alcanzar y fecundar el ovocito, de manera que las alteraciones
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de estas caracteristicas pueden ser compensadas aumentando el nimero de
espermatozoides en la dosis de inseminacion. Los factores compensables son cada
vez menos importantes cuando se alcanzan valores proximos a la fertilidad maxima,
ya gque cuando se llega a estos niveles el incremento de la fertilidad ya no esta
limitado por el nUmero de espermatozoides, sino que depende de la presencia de
suficiente nimero de ovocitos en el momento adecuado para ser fecundados y de la
calidad de los gametos que asegure un buen desarrollo embrionario (Woelders,
1991). Las dosis de inseminacién artificial normalmente utilizadas en la especie
porcina (3 x 10° espermatozoides) pueden estar proximas a los niveles de maxima
fertilidad y quizés ésta sea la causa de que las correlaciones descritas entre las
caracteristicas seminales y la fertilidad sean bajas (Larsson, 1985).

2.2.- Estimacion de la fertilidad in vivo mediante pruebas de campo

El mejor sistema de estimar la fertilidad de los verracos es la evaluacion de
los datos de la propia fecundacion in vivo midiendo el nUmero de partos y el tamafio
de las camadas resultantes de la inseminacion de un namero suficiente de hembras
(Foote, 1988). Hemos de tener en cuenta que en la fertilidad de la hembra influye un
gran numero de factores, entre los que se incluyen: la estacion reproductiva, el nivel
de nutricion de la cerda, el nimero de partos y la duracién de la lactacion (revisado
por Clark y cols., 1989). La accion de todos estos factores supone que en los
estudios de fertilidad haya una alta variabilidad atribuible a la hembra y por tanto es
necesario inseminar un namero elevado de animales para poder alcanzar niveles de
significacion adecuados (Amann, 1989). Esto hace que los ensayos in vivo lleven
asociados largos tiempos de estudio hasta obtener resultados (Foote, 1988), que
suponen un coste muy elevado por el mantenimiento de las reproductoras y que
haya un retraso considerable en la obtencion de la informacion. Durante este
periodo de tiempo se pueden producir cambios substanciales en la fertilidad del

macho motivados por diversos factores (revisado por Larsson, 1985).

Para reducir el tiempo de estudio necesario para medir la fertilidad se ha

usado la evaluacion de embriones recogidos después de unos dias post-
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inseminacion (Obonyo y cols., 1992; Warberski y cols., 1994a; Garner y cols., 1996),
el estudio ecogréfico de las hembras que confirme la gestacion (Martinez y cols.,
1992b), o la tasa de no retorno al estro (Strzezek y Skaweta, 1984), en vez de las

tasas de partos y el tamafo de la camada (Galli y Bosisio, 1988).

Los test de fertilidad heterospérmicos se desarrollan como una alternativa a
los clasicos test homospérmicos a partir de los estudios realizados por Beatty en la
década de los 50, primeramente en el conejo (Beatty, 1957 y 1960) y posteriormente
en el ganado bovino (Beatty y cols., 1969), porcino (Pursel y cols, 1984; Berger y
Parker, 1989; Berger y cols., 1996), ovino (Choudhry y cols., 1995) y caprino (Berger
y cols., 1994). Este tipo de prueba se basa en la inseminacion de una hembra con
una dosis seminal heterospérmica, resultado de la suma de un mismo nimero de
espermatozoides de dos o mas reproductores. De esta manera, situamos a los
espermatozoides en un sistema de competicion donde sélo un espermatozoide,
presumiblemente el procedente del eyaculado mas fértil, fecundara el ovocito
(Berger, 1995). Aun cuando el test heterospérmico requiere la inseminacion de un
namero menor de reproductoras y en consecuencia menores costes de
mantenimiento para obtener niveles de precisién similares, éste necesita de un
tiempo de estudio equiparable al de los tests homospérmicos y en consecuencia

s6lo puede ser aplicado a un niamero reducido de verracos (Saacke, 1984).

2.3.- Estimacion de la fertilidad in vivo mediante pruebas in vitro

Debido a los altos costes y los problemas que conllevan los test in vivo, se ha
realizado y se continda realizando un importante esfuerzo en el estudio de la célula
espermatica con el objetivo principal de encontrar una prueba in vitro de facil
realizacion y de coste reducido que permita predecir la fertilidad in vivo de un

eyaculado con un cierto rigor.

El hecho de que se hayan desarrollado innumerables técnicas de analisis del
semen indica que hasta el momento no se ha llegado a alcanzar una técnica con

una precision satisfactoria. En la mayoria de los casos estas técnicas Unicamente
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pueden explorar una faceta del proceso reproductivo, y esto sélo permite dar una
informacion parcial del potencial del espermatozoide. Aun asi, la informaciéon que
nos reportan permite detectar eyaculados con baja calidad seminal que dificiimente
tendran una buena fertilidad, aunque no podemos asegurar que una buena calidad
seminal esté siempre asociada a una buena fertilidad (Berger y Parker, 1989;
Martinez y cols., 1993). Una alternativa interesante es la de utilizar pruebas in vitro
combinadas que evallan varias caracteristicas seminales, al estudiar con mayor
amplitud la viabilidad espermatica, lo que puede ofrecer una mayor precision
(Graham y cols., 1980; Wilhelm y cols., 1996).

Las caracteristicas seminales varian ampliamente tanto entre diferentes
verracos como entre diferentes eyaculados de un mismo verraco (Clark y cols,
1989). Un numero importante de factores puede influir en la produccion espermatica
y provocar variaciones en la calidad seminal y en su capacidad fecundante. Entre
estos destacamos la estacion (Grabner y cols., 1986; Galli y cols.,1991; Gerfen y
cols., 1994), el nivel de nutricion (Colenbrader y Kemp, 1990), la raza (Graham y
cols., 1967; Galli y cols., 1991; Gerfen y cols., 1994), la edad (Larsson, 1986) y el
estado sanitario (Philpott, 1993).

De acuerdo con Grillo (1991), las pruebas in vitro pueden ser clasificadas en
tres grandes grupos: el espermiograma clasico y aquellos nuevos parametros que lo
complementan, los tests que evallan la funcionalidad de los espermatozoides y las

pruebas que analizan las interacciones entre el ovocito y el espermatozoide.

2.3.1.- El espermiograma clasico y aquellos nuevos parametros que lo

complementan

Durante mucho tiempo se ha realizado un analisis rutinario del semen como la
Gnica herramienta para valorar los eyaculados (Chan y cols., 1985). En este examen
rutinario se incluye la valoracion del nimero de células presentes en el eyaculado, el
estudio de la motilidad y su morfologia. Se caracteriza por la utilizacién de una serie

de técnicas de simple ejecucidon y con un coste relativamente bajo, que ha permitido
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su amplia difusion en los centros de inseminacion artificial. Por contra, presenta unas

tasas de correlacion con la fertilidad generalmente bajas (McClure y Tom, 1991).

2.3.1.1. -Estudio del volumen y la concentracion espermatica

La posibilidad de estudiar adecuadamente la concentracion espermatica es un
importante factor tanto en el ambito de la investigacién androlégica como en la
aplicacion en el campo de la inseminacion artificial. Las técnicas mas utilizadas son
el recuento en camaras hemocitométricas y la utilizacion de espectrofotometros, ya
que los contadores de particulas, los métodos fluorométricos y los sistemas de

andlisis de semen asistidos por ordenador son mas complejos.

El primero de ellos es el mas utilizado por su bajo coste y su alta precision, ya
que se realiza una medicion directa del nimero de espermatozoides presentes en
una camara de volumen conocido. Aun siendo el método mas preciso presenta
elevados coeficientes de variacion (x10%) entre replicados (Pace, 1980). Estas
variaciones son debidas a distribuciones no homogéneas de las células dentro de la
camaray a imprecisiones en el proceso de dilucion (Woelders, 1991).

El método espectrofotométrico es un derivado del anterior, mediante la
correlacion entre concentraciones y unidades de transmitancia. Es un método rapido
y de facil uso, que se ha extendido en gran medida en los grandes centros de
inseminacién artificial porcina, donde se procesa un gran numero de muestras
seminales. Sin embargo, para que sea preciso necesita de una curva de calibracion
para cada verraco, ya que la transmitancia varia de acuerdo a la concentracion
espermatica pero también depende del tamafio del espermatozoide, de su forma y
del indice de refraccion, factores que presentan variaciones individuales. Por otra
parte, Saiz y cols. (1994) describen las limitaciones que supone la opacidad variable
del plasma seminal porcino y la proporcion variable de proteinas hidroprecipitables

gue alteran las mediciones.

El contador de particulas y las técnicas de analisis automatizados de imagen

permiten medir muy rapidamente un gran numero de particulas por unidad de
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volumen. Por contra, necesitan un instrumental caro que se debe calibrar
adecuadamente para asegurar que el recuento de particulas sea correcto (Graham y
cols., 1980). Otra técnica que se encuentra en desarrollo es la medicion por técnicas
fluorométricas del numero de células cuantificando la cantidad de ADN. Es un
método sencillo si se dispone del instrumental adecuado, ya que el ADN tefiido
especificamente con un fluorocromo (H33258) puede ser medido con gran precision
porque la cantidad de ADN presente en un espermatozoide es un valor constante
(Woelders, 1991; Evenson y cols. 1993).

En la tabla 1 se indican los valores normales de volumen y concentracion

espermatica descritos en la bibliografia.

Tabla 1. Valores normales de volumen y concentracion descritos en la especie porcina.

Eyaculado Volumen Concentracion Fuente

(ml) (10° espz/ml)
Completo 218’8 54037 Graham y cols., 1967
Completo 250 (150-500) 100 (25-300) Mann y Lutwak-Mann, 1981
Completo 3485 476’25 Hammitt y cols., 1989
Completo 22342 224’74 Galliy cols., 1991
Completo 180 400-600 Xuy cols., 1996
Fraccion rica 87'66 1212'32 Graham y cols., 1967
Fraccion rica 80'7-87'3 764-770 Martinez y cols., 1986
Fraccion rica 40-100 400-1300 Martinez y cols., 1992a
Fraccion rica 108’36 = 3'61 740 £ 21’92 Saiz y cols., 1994
Fraccion rica 95+8'05 657'1+43'03 Gerfen y cols., 1994

La presencia de eyaculados de verracos con un bajo volumen y una escasa

concentracion esta asociada a una baja fertilidad, hecho que puede derivarse de un
defecto en la espermatogénesis o de una sobreutilizacion del macho (Larsson, 1986;
Martinez y cols., 1992a). Hemos de tener en cuenta que la frecuencia de

eyaculacién tiene un efecto significativo tanto en la concentracion como en el
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volumen del eyaculado, asi como en otros pardmetros de calidad seminal
(Colenbrander y Kemp, 1990).

2.3.1.2.- Estudios de la motilidad

La motilidad ha sido uno de los parametros de la calidad seminal mas
estudiados en el espermatozoide al ser ésta una de las mas importantes
expresiones de la funcién espermatica, que segun algunos autores puede ser uno de

los factores que mejor se correlacionan con la fertilidad (Shanis y cols., 1989).

La motilidad espermética es cominmente usada como un indicador de la
viabilidad celular que puede ser reflejo, entre otras cosas, de la integridad de la
membrana y de la funcionalidad del metabolismo intracelular. Es necesaria una buena
motilidad tanto para el transporte de un nimero suficiente de espermatozoides hasta el
lugar de la fecundacion (Hunter, 1980), como para el proceso de penetracion de la

zona pelucida del ovocito (Yanagimachi, 1981).

El control y la regulacion del movimiento del espermatozoide es un complejo
sistema del que adn no se tiene un conocimiento preciso. En la actualidad, se
conoce la importancia de ciertas sustancias en la regulacion de la motilidad
(heparina, adenosina, acetilcolina, etc.). Del mismo modo se conoce la implicacion
del calcio y el AMPc que junto a las modificaciones en el pH intracelular,
determinaran la quiescencia, la activaciéon o la hiperactivacion del movimiento

espermatico (Lindemann y Kanous, 1989).

De manera rutinaria se hace una observacion microscépica de una muestra y
se valora el porcentaje de células que estan en movimiento y qué tipo de movimiento
presentan éstas. En todo caso es una estimacion subjetiva del movimiento de un
namero reducido de células, por lo que puede haber grandes variaciones entre
observadores y laboratorios (Hinting y cols., 1988) (Tabla 2). Para salvar este
problema, se han desarrollado diversas técnicas que realizan una valoracion de

forma menos subjetiva. Entre éstos se encuentran estudios basados en técnicas
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fotograficas y cinematograficas, efecto doppler, contadores electrénicos de
particulas, hasta llegar a los modernos analizadores de imagenes computerizados
qgue determinan multitud de parametros que clasifican el movimiento. A pesar de las
reconocidas ventajas de técnicas tan sofisticadas, la estimacion subjetiva sigue

teniendo vigencia por su bajo coste y rapidez (Woelders, 1991).

La relacion de la motilidad con la fertilidad no esta del todo aclarada. Un
problema radica en que las condiciones experimentales en las que se han realizado
los estudios son muy diferentes. Por ejemplo, se ha utlizado semen fresco,
refrigerado y congelado; dosis de inseminacién que varian entre los 2 y 4 x 10°
espermatozoides y diferentes métodos de valorar la motilidad y la fertilidad. Estas
diferencias experimentales se traducen en unos resultados para los indices de
correlacion entre la motilidad y los parametros reproductivos no concluyentes (Pursel
y cols.,1984; Strzezek y Skaweta, 1984; Aalbers y cols., 1985; Martinez y cols.,
1986; Berger y Horton,1988; Galli y Bosisio,1988; Hammitt y cols., 1989; Berger y
Parker, 1989).

Tabla 2. Valores normales de motilidad descritos en la especie porcina.

Motilidad Fuente

(%)

87-91 Pursel y cols., 1984
74+4°9 Strzezek y Skaweta, 1984
81'4-82'5 Martinez y cols., 1986
785 Galliy cols., 1991

70-90 Martinez y cols., 1992a
83'68+0'91 lvanova y Mollova, 1993
66-81" Martinez y cols., 1993
80 Granty cols., 1994
76’06 £0'95 Saiz y cols., 1994
73-92'6 Waberski y cols., 1994a
85 Xuy cols., 1996

"Motilidad progresiva
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2.3.1.3.-Estudio de la morfologia espermética

Las formas anormales han sido clasificadas por diversos autores en
alteraciones de la cabeza espermaética, alteraciones de la cola y presencia de gotas
citoplasmicas (Howard y Pace, 1988; Bonet, 1990). Sin embargo, la clasificacion
mas interesante de las morfoanomalias es la division entre mayores y menores
haciendo referencia a la alteracién de la funcionalidad que éstas producen.

En el epididimo del verraco las gotas citoplasmicas se desplazan desde una
posicién proxima al cuello del espermatozoide hasta una posicion distal en la pieza
intermedia. La presencia de células espermaticas con gotas citoplasmicas es de un
90% en la cabeza del epididimo (Kaplan y cols., 1984), para ir disminuyendo a lo
largo del transito epididimario (70% en la cola del epididimo) y tener unos bajos
niveles en el eyaculado (inferior al 15%). Por ello se ha utilizado la presencia de
gotas citoplasmicas como una valoracién de la madurez espermatica. Sin embargo,
hemos de tener en cuenta otros factores como la frecuencia de recogida o de la

monta (de Vries y Colenbrander, 1990).

La presencia de colas en latigo y en ovillo es el resultado de una alteracion en
el transito por el epididimo que imposibilita el movimiento del espermatozoide (Holt,
1982), mientras que las colas y cabezas sueltas suelen observarse como artefactos
de la técnica (Bonet y Briz, 1991). Las alteraciones de la cabeza tales como la
microcefalia o la macrocefalia, la presencia de colas dobles o cabezas dobles tiene
su origen en una alteracion de la espermatogénesis. Su importancia es menor ya
gue suponen un porcentaje muy reducido en el espermiograma de un verraco
normal y se ha verificado que los espermatozoides con alteraciones en la forma o el
tamafo de la cabeza manifiestan una buena motilidad y poseen un acrosoma normal
(Tritt-Gibert y Johnson, 1980). La incidencia de los distintos tipos de formas

anormales descritas para el eyaculado de verraco se muestra en la tabla 3.

Las primeras evidencias de la relacion entre la morfologia del espermatozoide
y la fertilidad en las especies domésticas fueron presentadas por Williams y Savage

en 1927 en el ganado vacuno (citado por Soderquist y cols., 1991a), quienes
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determinaron como causa de infertilidad la tasa elevada de formas anormales.
Posteriormente, Langerlof en 1934 (citado por Soderquist y cols., 1991a) demostro la
relacion existente entre la incidencia de morfoanomalias espermaéticas y alteraciones
histopatoldgicas encontradas en los testiculos de toros con una baja fertilidad. Sin
embargo, no todas las alteraciones de la morfologia del espermatozoide tienen un
origen testicular, ya que ciertas alteraciones de la cola parecen estar relacionadas
con disfunciones durante el transito por el epididimo.

En la mayoria de las especies se verifica que al aumentar la incidencia de
teratospermia se reduce el potencial reproductivo (Howard y cols., 1991). Esta realidad
puede ser debida a que el espermatozoide morfoldgicamente anormal esta en
desventaja frente al estructuralmente normal en el transporte a lo largo del tracto
reproductivo femenino, su capacidad para completar la fecundacién puede estar
reducida y el riesgo de que se produzca una muerte embrionaria precoz es mayor en
los embriones procedentes de un ovocito fecundado por un espermatozoide anormal
(Saacke y cols., 1988). En la especie porcina, la relaciébn entre en el nimero de
morfoanomalias y los resultados reproductivos ha sido estudiada en varios ensayos,
encontrando una relacién inversa entre el aumento del nimero de formas anormales
y la fertilidad (Larsson, 1985; Martinez y cols., 1986; Galli y Bosisio, 1988; Waberski
y cols., 1990).
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Tabla 3. Valores habituales descritos en la especie porcina para las morfoanomalias

espermaticas.
GCP Alteraciones |Alteraciones |TOTAL Fuente
(%90) Cola (%) Cabeza (%) (%90)
1-5 1-5 2-5 Larsson, 1986
2'2-9'4 4'7-10'5 1'5-17 Martinez y cols.,
1986
5'95+1'28 6'46+1'62 21'70+2'43 Galli y Bosisio,
1988
770 11’16 16’79 Galliy cols., 1991
5-10 Martinez y cols.,
1992a
10'48+0'96 7’30083 23'99+1'83 Saiz y cols., 1994
8 Xuy cols., 1996

GCP: Gota citoplasmica proximal.

2.3.1.4.- Estudio del acrosoma

El estado del acrosoma tiene una significacibn especial en el estudio
morfologico del espermatozoide. Consiste en una vesicula que se presenta en la
porcion anterior de la cabeza espermatica y que contiene enzimas con actividad
hidrolitica (de Vries y Colenbrander, 1990). Estos enzimas tienen un papel
fundamental en el proceso de penetracion del ovocito (Mann y Lutwak-Mann, 1981),
de manera que la presencia de anormalidades morfolégicas de esta region esta
asociada a una reduccioén de la fertilidad (Hashizume y cols., 1990). Las alteraciones
de la morfologia del acrosoma son debidas a procesos fisioldgicos asociados por un
lado al envejecimiento de la célula espermatica y por otro al proceso de fecundacion
(Yanagimachi, 1994). No obstante también se producen cambios en el acrosoma
como consecuencia de shock por frio, en los procesos de congelacidon-
descongelacién, en los cambios de presién osmética, por diluciones y por lavados y
centrifugaciones repetidas (Mann y Lutwak-Mann, 1981).
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La evaluacion rutinaria del estado del acrosoma en el ganado porcino permite
eliminar eyaculados que presentan baja calidad, para lo que se han utilizado
diversos métodos. Las muestras pueden ser fijadas al aire y tefiidas con tinciones
simples con Giemsa (Niwa y cols., 1981); tinciones dobles como Tripan azul y
Giemsa (Didion y cols., 1989), rojo Congo y Tripan azul (Kovacs y Foote, 1992) o
bien con una triple tincion (TST) (Vazquez y cols., 1992). Las muestras también
pueden ser observadas en contraste de fases después de la fijacion en
glutaraldehido (Pursel y Johnson, 1974), mientras que otras técnicas mas laboriosas
incluyen la utilizacién de anticuerpos y lectinas marcadas con fluorocromos (Berger,
1990; Vazquez y cols., 1993 y 1996) o bien técnicas de microscopia electrénica de
transmision (Hashizume y cols., 1990).

En la literatura se describen defectos especificos del acrosoma, como los
denominados "knobbed", que estan relacionados con verracos estériles o subfértiles
(Revell y Chasey, 1988; Toyama e Itoh, 1993), aunque en estos casos no solo se
puede atribuir la falta de fertilidad a la alteracidbn acrosdmica ya que se presentan
asociados a otras alteraciones morfoléogicas como la presencia de gotas
citoplasmicas. En la tabla 4 se muestran valores normales de acrosomas descritos

en la especie porcina.

Tabla 4. Valores de acrosomas normales descritos en la especie porcina.

NAR (%) Fuente

86-91 Pursel y cols., 1984

90’1+ 8’3 Strzezek y Skaweta, 1984
87'7+1'14 Galli y Bosisio, 1988
87'1-91'2 Bamba, 1988

95-98 Martinez y cols., 1992a
85-94 Martinez y cols., 1993
94'24+0'37 lvanova y Mollova, 1993
96'2 Granty cols., 1994
76-93'3 Waberski y cols., 1994a

NAR: acrosomas normales
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La relacion del estado del acrosoma con la fertilidad para algunos autores es
poco importante (Pursel y cols., 1984, con test heterospérmico); por contra, otros
describen correlaciones positivas entre el nimero de acrosomas normales y la
fertilidad (Galli y Bosisio, 1988; Strzezek y Skaweta, 1984), o bien una consistente
relacion negativa entre el porcentaje de acrosomas alterados y el indice de fertilidad
en un ensayo heterospérmico (Berger y Parker, 1989).

2.3.1.5.- Estudios bioquimicos

Los estudios bioquimicos del semen se desarrollaron con el fin de medir de
forma objetiva la calidad del semen, pero tienen como limitacion los requisitos de
tiempo, de una instrumentacién y de un personal especializado que los hacen
costosos. Aun cuando estos ensayos son una medida mas objetiva de la muestra
seminal, las correlaciones con la fertilidad obtenidas hasta el momento no han sido
muy consistentes (Graham y cols., 1980; Jeyendran y cols., 1989; Gerfen y cols.,
1994), por lo que la utilizacion de estas técnicas ha quedado relegada a los estudios

experimentales.

Se han estudiado los procesos metabdlicos del semen, realizando analisis
enzimaticos y cuantificado los constituyentes quimicos del semen y del plasma

seminal.

Estudios metabdlicos

El nivel metabdlico de la célula espermética ha sido valorado con parametros
como el indice de fructolisis, el consumo de oxigeno, el test de la reduccion del azul

de metileno o de la resazurina (Cooper y cols., 1996).

También se ha analizado el contenido de ATP en el eyaculado como un indice
de la actividad metabdlica. EI movimiento del espermatozoide es el proceso que mas
energia demanda, siendo la desfosforilizacion del ATP la fuente primaria de energia

(Salisbury y cols., 1978). EI ATP se produce en las mitocondrias de la porcion
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intermedia del espermatozoide y es transportado por los microttbulos del flagelo. La
energia obtenida es utilizada por la dineina para contraerse y en definitiva propulsar
el espermatozoide, de manera que se espera que el contenido de ATP esté
correlacionado con la motilidad espermatica. Esta hipotesis ha sido confirmada en la
especie humana (Calamera y cols., 1991; Chan y cols., 1990; Hofmann y cols.,
1992), en el ganado vacuno (Séderquist y Larsson,1985; Sdderquist y Stalhammar,
1991; Soéderquist y cols., 1991b) y del mismo modo Aalbers y cols. (1985) en el

ganado porcino.

Los resultados en la relacién entre los valores de ATP y la fertilidad en el
ganado vacuno varian entre las correlaciones no significativas obtenida por Kahn
(1986) con la tasa de no retorno, la correlacion positiva (Wood y cols., 1986) o
incluso una moderada correlacion negativa con la fertilidad (Soderquist y cols.
1991b). En el ganado porcino, Aalbers y cols. (1985) encuentran una correlacion
entre el contenido de ATP en semen congelado y la fertilidad de r=0'86 (p<0’05). Sin
embargo, esta relacion no es significativa para el tamafio de camada, ni para la

correlacion entre la fertilidad y el contenido de ATP en semen fresco.

Analisis enzimaticos

Se han determinado las actividades enzimaticas presentes en el eyaculado
buscando un marcador bioquimico que fuese indicador objetivo del estado de los
espermatozoides. La presencia de actividad enzimatica en el plasma esta asociada
con la secrecion de las glandulas anejas y en consecuencia es una valoracion de la
funcionalidad de estas glandulas (ej.: fosfatasa acida), con el dafio celular en el
espermatozoide (ej.. aspartato amino transferasa, ASAT) o bien la actividad
enzimatica puede ser un indice de la funcionalidad espermatica (ej.: acrosina).

La relacion entre las fosfatasas y otros parametros de la calidad seminal como
la concentracion, la vitalidad y motilidad espermética ha sido estudiada en diferentes
especies con resultados contradictorios (Graham y cols, 1967; lyer y cols., 1988). La
relacion con la fertiidad en los casos analizados tampoco muestra buenos

resultados, aunque Stallcup (1965) relacioné la actividad del enzima fosfatasa acida
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con la fertilidad en el ganado vacuno. Esta enzima es secretada en cantidades
importantes por la préstata, junto con zinc, magnesio y acido citrico y de hecho se ha
utiizado en la especie humana como un marcador de la actividad prostatica
(Upadhayaya y cols., 1986). En el plasma seminal del verraco se ha encontrado una
elevada actividad fosfatasa alcalina que supera la actividad de la fosfatasa acida
(Graham y cols., 1967), estando igualmente asociada a la presencia de los iones
zinc y magnesio (lyer y cols., 1988).

La aspartato aminotransferasa (ASAT) es una enzima que se libera como
consecuencia de una alteracion de las membranas espermaticas (Ciereszko y cols.,
1994). Por esta razén se ha utilizado la medicion de la actividad de esta enzima
como un marcador bioquimico de la calidad espermatica. Diversos autores han
descrito su utilidad en la valoracion del dafio celular que se produce en la
conservacion del semen mediante técnicas de congelacién (Graham y Pace, 1967;
Hammit y Martin, 1989) y han encontrado una buena correlacion con los resultados
reproductivos (r=- 0’50 y -0’29, p<0’01) con la tasa de no retorno al estro y el tamafio
de camada, respectivamente (Strzezek y Skaweta, 1984). Sin embargo, Hammitt y
cols. (1989) no encuentran correlaciones significativas con los indices de fertilidad, al
igual que ha sido descrito en el ganado vacuno (revisado por Graham y cols, 1980).
Una de las causas de estas diferencias para algunos autores podria residir en la
baja estabilidad que presenta esta enzima (Ciereszko y cols., 1992) y en que hasta
el momento no hay un método suficientemente sensible para la medicion de la
actividad ASAT en el semen, ya que en el eyaculado se producen oxidaciones
espontdneas de NADH dificiles de controlar, que no aparecen en las mediciones

enzimaticas del suero sanguineo (Ciereszko y cols., 1994).

La acrosina es una proteinasa neutra que se encuentra en el acrosoma y que
tiene una funcién muy importante en la penetracion de la zona peldcida. La teoria
mantenida hasta ahora era que la acrosina era imprescindible en el paso de la zona
pelicida, de tal manera que si se inhibia la actividad de esta enzima no se producia
la fecundacion (Zanelved, 1976); sin embargo a la luz de los nuevos

descubrimientos su funcion esta siendo reevaluada (Baba y cols., 1994).
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En la especie humana la relacion de la acrosina con la fertilidad no ha llegado
a ser concluyente (Liu y Baker, 1988), mientras que en la especie porcina, Hammit y
cols. (1989) correlacionan el contenido de acrosina con la fertilidad, pero la
informacion que aporta la medicion de la acrosina es equivalente a la que se obtiene

del estudio del estado del acrosoma, por lo que su utilidad queda muy limitada.

En la tabla 5 se muestran valores normales de actividad enzimatica descritas

en la especie porcina.

Tabla 5. Valores de actividad enzimatica descritos en la especie porcina.

Enzima Valor medio Unidades Fuente

Acrosina 2'54+0'07 mUI/10° espz Saiz y cols., 1994

ASAT 46'23+1'14 mUI/10° espz Saiz y cols., 1994

ASAT 44'3+2'95 mUI/10° espz Strzezek y Skaweta, 1984
ASAT 41'6+28'2 mUI/10° espz Ciereszko y cols., 1994
ASAT 209-50'1 mUI/10° espz Ciereszko y cols., 1992
Fosfatasa acida 416308 ul/l Graham y cols., 1967
Fosfatasa alcalina | 9364’62 ul/l Graham y cols., 1967
Fosfatasa alcalina |5014 ul/l lyery cols., 1988

Constituyentes del plasma seminal

La funcionalidad del espermatozoide depende en gran medida del medio
extracelular en el que éste se encuentra y entre los constituyentes del plasma
seminal tiene particular importancia el balance i6nico (Crabo y cols., 1976). Desde
que Loeb en 1915 (citado por Graham y cols., 1967) descubriera que en ausencia de
calcio extracelular no era posible la fecundacion del erizo de mar, se han realizado
un gran namero de estudios sobre la importancia del contenido idnico en el proceso
reproductivo. Los cationes se encuentran en el plasma seminal en forma libre o
combinados con proteinas, con unos rangos de variacién amplios y diferencias entre
las distintas especies (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Su medicion se realiza de forma

sencilla mediante un espectrofotometro de absorcién atdmica. En la tabla 6 se
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muestran valores normales en el plasma seminal descritos en la especie porcina.

Entre los cationes estudiados se encuentran:

a.- Sodio. Este es el catibn que se encuentra en mayor proporciéon en el medio
extracelular del espermatozoide aun cuando se presenta en una proporciéon mucho
menor que en el medio sanguineo. Se conoce muy poco del mecanismo por medio
del cual interviene en los diferentes procesos espermaticos (Fraser, 1995), aunque
junto con el potasio tiene una gran importancia en el proceso de regulacion de la

motilidad espermatica (Gatti y cols., 1993).

b.- Potasio. La secrecion de las glandulas vesiculares porcinas es muy rica en
potasio lo que permite equilibrar los altos contenidos en aniones (fundamentalmente
citrato). Su funcién en el proceso de capacitacion espermatica parece no ser
fundamental (Fraser, 1995). Sin embargo, las concentraciones de potasio en el
tracto reproductivo de los mamiferos, tanto en el femenino (oviducto y Gtero) como
en el masculino (epididimo) son inusualmente altas comparadas con los valores
sanguineos(12-25 mM frente a 3-6 mM). Se ha demostrado en experiencias con
ratones que es necesaria al menos una pequefia concentracion de potasio para que
se pueda producir la fecundacion (Fraser, 1995), asi mismo, Lee y cols. (1996)
demuestran que es necesaria una concentracion extracelular de potasio para que se
produzca la penetracién de los ovocitos en un sistema FIV con ovocitos porcinos

madurados in vitro.

c.- Calcio. El ion calcio juega un papel fundamental en el proceso de la fecundacion
de la mayoria de los animales tanto vertebrados como invertebrados (Yanagimachi,
1981). Interviene de forma fundamental en el proceso de capacitacion y reaccion
acrosOmica y es necesario que se presente un adecuado nivel de calcio extracelular

para que se produzca la hiperactivacién de la motilidad (Fraser y cols., 1995).

d.- Magnesio. El magnesio se encuentra en mayores concentraciones en el interior

del espermatozoide que en el plasma seminal (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Aunque
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se conoce muy poco de su funcién, participa como activador de la acrosina e

incrementa la actividad de la fosfatasa alcalina (Parrish y Polakoski, 1981).

e.- Zinc. La funcién fisiologica del zinc en el plasma seminal no esta totalmente
aclarada, aunque se conoce su actividad en la estabilizacién de la cromatina, en las
propiedades mecéanicas de las fibras accesorias y en la motilidad del
espermatozoide, asi como en la regulacién de la actividad de ciertas enzimas como
la fosfatasa acida y alcalina (lyer y cols., 1988). En el ganado vacuno se ha
encontrado una relacién inversa entre el contenido en zinc en el plasma seminal y la
fertilidad (Swarup y Sekhon, 1976).

En cuanto a la relacién entre los constituyentes quimicos del plasma seminal
y la fertilidad, Jeyendran y cols. (1989) ponen de manifiesto una baja correlacion en
la especie humana, con unos niveles insuficientes para servir como factor predictivo

de la fecundacion.
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Tabla 6. Valores en partes por millén de los diferentes iones presentes en el plasma

seminal porcino.

Na

K

Ca

Mg

Zn

Fuente

2345

997’6

S7'7

Nesmejanova,
1936

2374+55

737%15

64'1+3’5

Graham y cols.,
1967

2824

1016’6

Crabo y cols., 1976

45'5+1'9

Arver y Eliasson,
1980

2800-8400

690-3000

30-90

50-140

Mann y Lutwak-
Mann, 1981

23

Hiridoglou, 1984

4200 + 525

844 + 55

Petzoldt y Nehring,
1986

1109+ 0’77

17690 + 5’85

26'68 + 0’79

Saiz y cols., 1994

2.3.1.6.- Estudios del nucleo

En la dltima década se han desarrollando una serie de técnicas destinadas a
la evaluacién de la estructura y funcionalidad del nucleo del espermatozoide como
una fase mas en el espermiograma. En el estudio del nldcleo espermético se han
desarrollado técnicas destinadas a la valoracion del estado del ADN y al estudio de

las proteinas del nucleo.

Durante la espermatogénesis se producen cambios en la estructura de los
cromosomas determinantes en la funcionalidad del nudcleo espermatico. Este
proceso lleva a que la mayor parte de la cromatina esté en forma muy condensada
de manera que el ADN llega a compactarse hasta seis veces mas que en una célula
somética.

Para estudiar el ADN se han utilizado técnicas fluorescentes como la tincion

con naranja de acridina (Kosower y cols., 1992). Este fluorocromo se intercala entre
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la doble hélice del ADN como un monémero, mientras que la unién con las cadenas
simples de ADN la hace en forma de agregado. Esta diferencia se visualiza en forma
de una emision verde en el caso de ADN en doble cadena que se corresponde con
una situaciéon normal, mientras que en el caso de la cadena unica de ADN se
visualiza una emision roja. Los eyaculados de un macho fértil cuentan con un mayor
namero de espermatozoides que presentan coloracién verde después de un proceso
que induce la desnaturalizacién, ya sea por calor (Evenson y cols., 1980) o por un
tratamiento con acido y alcohol que al mismo tiempo fija y desnaturaliza la muestra
(Tejada y cols., 1984). Por ello, se ha descrito que la resistencia a la
desnaturalizacion del ADN esta directamente relacionada con la fertilidad (Evenson y
cols., 1980 y Ballachey y cols., 1987 en vacuno; Tejada y cols., 1984 en la especie

humana; Evenson y cols., 1994 en porcino).

En la especie humana se ha descrito una relacion entre la alteracién de la
estructura de la cromatina y la infertilidad (Evenson y cols., 1980), asi como en el
ganado vacuno se han encontrado correlaciones significativas entre la evaluacion de
la estructura cromosémica y la fertilidad medida en una prueba de campo (r=-0'58;
Ballachey y cols., 1987) y medida en un ensayo heterospérmico (r=-0.94, Ballachey
y cols., 1988). En el ganado porcino, Evenson y cols. (1994) relacionan los
resultados de fertilidad medida en un test heterospérmico y la estructura cromatinica

consiguiendo discriminar adecuadamente verracos fértiles de subfértiles.

En el estudio de las proteinas se incluye la valoracién de las protaminas,
mediante técnicas de tincibn como el azul de anilina (Terquem y Dadoune, 1983),
gue indica el grado de madurez nuclear y que se ha relacionado en la especie
humana con otros parametros seminales (Dadoune y cols., 1988) y con la fertilidad
(Auger y cols., 1990). El estudio de las protaminas y su relacién con la estabilidad de
la estructura se realiza mediante la aplicacién de diversos agentes reductores que
transforman los grupos disulfuro a tioles, lo que permite la descondensacion de la

cabeza espermatica (Mahi y Yanagimachi, 1975; Kvist, 1980).
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2.3.2.- Pruebas que evaluan la funcionalidad de los espermatozoides.

2.3.2.1.- Integridad estructural de las membranas espermaticas.

La integridad de la membrana no sélo es importante para asegurar el
metabolismo celular, sino que los cambios en las propiedades de la membrana son

decisivos en el proceso de fecundacion (Jeyendran y cols., 1984).

Tradicionalmente se han utilizado las tinciones vitales para estudiar la
integridad estructural de las membranas espermaticas como una prueba de la
viabilidad celular. Estas técnicas se basan en que las membranas intactas de una
célula "viva" impiden el paso del colorante al interior de la misma, mientras que
aguellas que tienen membranas estructuralmente dafiadas permiten la penetracion

del colorante a su interior (Schrader y cols., 1986).

Desde las primeras técnicas de tincion descritas por Lasley y cols. en 1942 se
han utilizado una gran variedad de métodos de tincion con el mismo
proposito(revisado por Garcia y cols., 1994). Todos ellos se caracterizan por un bajo
coste, sencillez y rapida ejecucion, lo que permite su utilizacion de forma rutinaria en
el control del semen. Sin embargo, no presentan una buena correlacion con la
fertilidad (Berger y Parker, 1989). Entre los colorantes vitales han tenido una amplia
difusion la tincion de eosina-nigrosina (Eliasson y Treichl, 1971; Bamba, 1988) y
Tripan azul (Vazquez y cols., 1992).

Otro método para estudiar la membrana del espermatozoide esta basado en
la utilizacion de sustancias fluorescentes. Se utiliza una sustancia que es
impermeable a la membrana espermatica y que tiene afinidad por el ADN presente
en el nucleo del espermatozoide, por lo que Unicamente se veran tefiidos aquellos
espermatozoides con la membrana estructuralmente dafiada. Como sustancia
impermeable se ha utilizado ioduro de propidio (Garner y cols., 1986; Harrison y
Vickers, 1990), asi como bromuro de etidio (Jeulin y cols., 1982), y homodimero de

etidio (Althouse y Hopkins, 1995) que tifien el ndcleo de las células alteradas.
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2.3.2.2.- Integridad funcional de las membranas espermaticas

Las técnicas de tincion vital evaltan la integridad estructural de la membrana
plasmatica del espermatozoide, requisito indispensable para la buena funcionalidad
de la misma. Sin embargo, no siempre la integridad estructural va unida a la
funcionalidad de la membrana (Schrader y cols., 1986), siendo esta Ultima la que
juega un papel fundamental en la capacitacion y la reaccién acrosémica, en el
mantenimiento del metabolismo espermatico y en el proceso de unién a la superficie
del ovocito (Check y cols., 1989).

Para analizar la funcionalidad de las membranas se han desarrollado diversas
técnicas entre las que se encuentran la evaluacién de la funcionalidad de la

membrana con sustancias fluorescentes y el test de endésmosis o hiposmadtico.

Test con fluorescencia de funcionalidad de la membrana

Para estudiar la funcionalidad de la membrana se han utilizado sustancias
que son permeables a la membrana plasmatica y en el interior de la célula las
esterasas hidrolizan estas sustancias para liberar un derivado que presenta
fluorescencia. La deteccion de esta fluorescencia se realiza mediante la utilizacion
de técnicas de citometria de flujo (Garner y cols., 1986), o bien mediante la
observacion directa en el microscopio después de haber fijado la muestra
espermatica con una pequefa concentracion de formaldehido (Harrison y Vickers,
1990) o sin necesidad de fijacion (Althouse y Hopkins, 1995). Entre las sustancias
utilizadas en el ganado porcino se encuentran el diacetato de carboxifluoresceina
(Garner y cols., 1986; Clarke y Johnson, 1987 y Harrison y Vickers, 1990), y el
calcein acetilmetil ester (Althouse y Hopkins, 1995).

También se han utilizado sustancias fluorescentes para evaluar la
funcionalidad mitocondrial como la rodamina 123 que es una molécula cationica y
fluorescente que puede ser transportada a través de la membrana mitocondrial hasta

el interior (Ericsson y cols., 1993).
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La combinacién de sustancias fluorescentes puede ser utilizada para el
estudio simultaneo de diversos aspectos de la funcionalidad del espermatozoide, lo
que permitiria mejorar la precision del andlisis. Se ha descrito la evaluacion
combinada de la viabilidad y la funcion mitocondrial (Garner y Johnson, 1995) y de la

viabilidad y funcionalidad de la membrana plasmatica (Harrison y Vickers, 1990).

Test de enddsmosis o hipoosmatico (HOST)

La exposicion del espermatozoide a un medio hipoosmético supone una
entrada de agua a través de la membrana espermatica que da lugar a un aumento
del volumen celular (Devrius y Ericsson, 1966). Este lleva asociado una expansion
esférica de la membrana que cubre la cola y esto hace que el flagelo se enrolle, lo
qgue lleva a un cambio morfolégico muy evidente cuando se observa bajo contraste
de fases (Chan y cols., 1985). El enrollamiento de la cola comienza en la zona distal
y progresa hacia la porcién intermedia y la cabeza del espermatozoide (Devrius y
Ericsson, 1966; Jeyendran y cols., 1984). Los medios hipoosmaticos utilizados
deben producir una diferencia osmética suficiente para inducir un enrollamiento de la
cola que pueda ser observado y no excesivamente elevadaa para no provocar la lisis

de la membrana espermatica (Jeyendran y cols., 1984).

Jeyendran y cols. (1984) fueron los primeros en evaluar la integridad de la
membrana de espermatozoides de la especie humana utilizando el test hipoosmotico
y posteriormente éste ha sido ampliamente estudiado y adaptado a las diferentes
especies: bovino (Solanilla, 1993; Correa y Zavos, 1994, Revell y Mrode, 1994),
morueco (Garcia, 1992), perro (England y Plummer, 1993; Rodriguez y cols., 1994).
En la especie porcina, Vazquez (1980) describe la reaccion de los espermatozoides
de verraco ante soluciones hiposmaticas. Vazquez y cols. (1997a) han adaptado la
técnica y estandarizado las condiciones de realizacion, lo que permite por su
sencillez y economia incluirla como una técnica mas del espermiograma porcino.
Los estudios que relacionan el test de enddsmosis con la fertilidad no son
concluyentes. En unos primeros estudios en la especie humana, Jeyendran y cols.,

(1984) determinan que el HOST es una buena herramienta clinica para detectar la
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infertilidad, tras obtener una buena correlacién con el ensayo de penetracion
espermatica (SPA). Sin embargo, Chan y cols. (1985) aportan datos contradictorios
en un estudio con un grupo mas heterogéneo. El equipo de Jeyendran (Van der Ven
y cols., 1986) reafirma la bondad del test hipoosmotico en un estudio de fecundacién
in vitro, mientras que otros autores aportan resultados diferentes (Liu y cols., 1988;

Avery y cols., 1990).

2.3.2.3.- Test de resistencia osmotica (ORT)

Fue desarrollado a partir de los trabajos de Schilling y cols. (1984), como una
prueba para determinar la diferente capacidad de conservacién del semen porcino a
las temperaturas de refrigeracién. Esta técnica esta basada en la determinacién de
la resistencia de las membranas acrosomales ante la incubacién en condiciones
hipoosméticas. La técnica ha sido modificada con la utilizacion del MR-A como
medio de dilucion (Garcia y cols., 1989) y determinando el porcentaje de acrosomas
normales inmediatamente después de la adicion del medio hipoosmotico (Martin y
cols., 1990).

Mediante esta técnica se evalla la calidad espermatica, detectandose altas
correlaciones con la motilidad y con el nimero de acrosomas normales tanto para
muestras congeladas como refrigeradas (Schilling y cols, 1984). Garcia y cols.
(1989) demuestran que los verracos cuyos eyaculados presentan porcentajes mas
altos en el ORT ofrecen niveles superiores de fertilidad y prolificidad.

Ademas existen otros ensayos in vitro que miden la funcionalidad de la célula
espermatica como son las pruebas de capacitacién y reaccién acrosémica (Berger,
1990; Vazquez y cols. 1993; Harrison y cols., 1993; Wang y cols., 1995; Vazquez y
cols., 1996; Mattioli y cols., 1996; Matas, 1996), las de penetracion del mucus
cervical (Gwatkin y cols., 1990; Galli y cols., 1991), o de una columna de Sephadex
(Hammitt y Martin, 1989; Obonyo y cols.,1992).
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2.3.3.- Andlisis de la interaccion ovocito-espermatozoide

Sélo los métodos que incluyen el estudio de la interaccidn con ovocitos vivos
pueden proporcionar una informacion inequivoca de la capacidad fecundante de los

espermatozoides (Bavister, 1990).

2.3.3.1.- Tests de unién a zona pellcida

El reconocimiento bioquimico y la unién entre las membranas espermaticas y
los receptores de la zona pellcida son pasos necesarios previos a la penetracion
del ovocito (Yanagimachi, 1981), de manera que el estudio de los procesos de union
puede explicar una fase muy importante del proceso de fecundacion. Berger y cols.
(1989) optimizan las condiciones del ensayo y detectan variaciones en el nimero de
espermatozoides unidos a la zona entre distintos verracos y entre eyaculados de un
mismo verraco. Ivanova y Mollova (1993) encuentran diferencias significativas en el
namero de espermatozoides unidos a la zona entre grupos de verracos fértiles y

subfértiles.

El test de hemizona es una variante del test de unién a la zona y del mismo
modo que éste fue desarrollado como una herramienta diagnéstica de la capacidad
fecundante de los espermatozoides en la especie humana (Burkman y cols., 1988).
En esta técnica se obtienen dos hemizonas por microseccion del ovocito lo que
permite disponer de dos superficies con una funcionalidad equivalente a la zona
pellucida intacta. Esta metodologia ha sido utilizada con espermatozoides de la
especie humana (Coddington y cols., 1990), de caballo (Fazeli y cols., 1993) y de
verraco (Fazeli y cols., 1995).

Tanto Coddington y cols. (1991) en la especie humana, como Fazeli y cols.
(1993) en el caballo, describen como el nimero de espermatozoides unidos a la
zona es superior en los individuos fértiles que en los subfértiles. Esta técnica permite

la utilizacion de ovocitos que no fueron fecundados en los programas de fecundacion
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in vitro y que pueden conservarse en refrigeracion hasta el momento del analisis en

una solucion salina.

2.3.3.2.- Test FIV heteroespecificos. Test de penetracion de ovocitos de

hamster libres de zona pellacida (SPA)

El test de penetracion espermatica introducido por Yanagimachi en 1972 mide
la capacidad de los espermatozoides para penetrar un ovocito de hamster libre de
zona pellcida y llevar a cabo el proceso de descondensacion nuclear. Este test se
ha utilizado ampliamente en la especie humana (Rogers, 1985) debido a las
implicaciones éticas que supone la utilizaciébn de ovocitos humanos en los test
homoespecificos. Del mismo modo se ha adaptado a un namero importante de
especies: roedores (Hanada y Chan, 1976), conejo (Hanada y Chan, 1978), porcino
(Imai y cols., 1980), vacuno (Brackett y cols., 1982), equino (Brackett y cols., 1982;
Wilhelm y cols., 1996), caprino (Kim y cols., 1980; Berger y cols., 1994), ovino
(Pavolk y cols., 1983; Choudhry y cols., 1995) y felinos (Andrews y cols., 1992).

Este test estudia una parte muy importante de los procesos que llevan a la
fecundacion de los ovocitos, como son la induccion de la capacitacion espermatica y
la reaccién acrosdmica con la liberacién de enzimas hidroliticas, el proceso de union
a la membrana plasmatica del ovocito, asi como el fendmeno de la descondensacion
de la cabeza espermética (Yanagimachi, 1984). No obstante, en la utilizacion de
este test se obvian dos procesos igualmente determinantes: el reconocimiento y
fijacion a la membrana y el proceso de penetracion de la zona pellcida. Esta ultima
fase parece ser una de las barreras mas dificiles que el espermatozoide debe
atravesar antes de conseguir la penetraciéon del ovocito, por lo que se sugiere que
aquel espermatozoide que atraviesa esta zona serd probablemente fértil (Codde y
Berger, 1995).

En la especie porcina, Imai y cols. (1977) describen por primera vez la
penetracion de ovocitos de hamster con espermatozoides de verraco;

posteriormente Clarke y Johnson (1987) analizan la relacién con la calidad seminal,
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pero son los trabajos de Berger los que establecen las condiciones 6ptimas para la
realizacion del test (Berger y Horton, 1988) y demuestran una buena correlacion con
la fertilidad in vivo medida con un test heterospérmico, que alcanzan valores de
r=0'89 (p<0’003) para el numero de ovocitos penetrados y r=0'78 (p<0’03) para el
namero de espermatozoides por ovocito penetrado (Berger y Parker, 1989). Por otra
parte, Hammitt y cols. (1989), utilizando semen congelado en un ensayo
heterospérmico, encuentran una correlacion significativa entre el indice de fertilidad,
el numero de espermatozoides unidos a la zona (r=0'64) y el porcentaje de ovocitos
penetrados (r=0'75), aunque no encuentran relacion con el nuamero de

espermatozoides por ovocito.

2.3.3.3. Test de fecundacién in vitro homoespecificos

La utilizacién de ovocitos y espermatozoides homoespecificos en un sistema
artificial permite analizar con gran detalle todas las fases del proceso de
fecundacion, por lo que se ha sugerido que seria un método muy adecuado para
poder predecir la capacidad fecundante de los espermatozoides (Howard y cols.,
1991).

En estos ensayos se pueden evaluar los procesos de union y penetracion de
la zona pellcida, en la que tiene una destacable importancia la hiperactivacion de la
motilidad. Esta se produce en el lugar de fecundacién y se caracteriza por un patron
de movimiento especifico del flagelo, que se traduce en un desplazamiento rapido
del espermatozoide (Yanagimachi, 1994). Este fendmeno esta relacionado con
diversas funciones entre las que se han descrito el facilitar el encuentro con el
ovocito en la luz oviductal, favorecer el paso entre sustancias viscosas, como las
secreciones mucosas presentes en el oviducto y la matriz del cumulus oophorus, y

favorecer la penetracion de la zona pellcida (Stauss y cols., 1995).

La técnica de fecundacion in vitro presenta una amplia variabilidad entre los
diferentes laboratorios, por lo que es necesario la estandarizacion y simplificacion de

los métodos para posibilitar la amplia utilizacion de la misma.
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Uno de los problemas a resolver es la preparacion de los espermatozoides, ya
que éstos son incapaces de fecundar un ovocito inmediatamente después de la
eyaculacion (Austin, 1951). Se han desarrollado diversos métodos para conseguir la
capacitacion de los espermatozoides in vitro (revisado por Nagai, 1994 y 1996),
entre ellos la utilizacién de altas concentraciones de espermatozoides (Nagai y cols.,
1988), altos niveles de calcio, lavados repetidos y una preincubacién antes del
cocultivo (Cheng, 1985), la centrifugacion del semen en un gradiente de Percoll
(Mattioli y cols., 1989; Grant y cols., 1994), mientras que Martinez y cols. (1996)
proponen un método simple de capacitacion sin necesidad de preincubacion y
sucesivos lavados que permite obtener altas tasas de penetracién, ya que el proceso
de capacitacién y reaccidn acrosémica verdadera se produce durante el cocultivo. La
utilizacién de semen no tratado reduce la variabilidad entre andlisis (Matas y cols.,
1996) y no modifica el tiempo de cocultivo necesario para que se produzca la

penetracion espermatica (Martinez y cols., 1996).

De igual importancia es el método de preparacion de los espermatozoides
como el tipo de ovocito utilizado en los sistemas de fecundacion in vitro. La
posibilidad de penetracion de los ovocitos inmaduros permite reducir los costes y el
tiempo necesario para llevar a cabo los estudios de fecundacion in vitro. Mattioli y
cols. (1990) demuestran que los ovocitos inmaduros pueden ser penetrados con
niveles similares a los obtenidos con ovocitos madurados in vitro, y Martinez y cols.
(1993) demuestran niveles de penetracion equivalentes a los obtenidos con ovocitos
maduros in vivo. La Unica diferencia sustancial es la imposibilidad que tiene el
espermatozoide que ha penetrado en el ovocito inmaduro para descondensar su

material nuclear, como consecuencia de la inmadurez del citoplasma del ovocito.

Para mejorar la precision de estos test de penetracion se han ido optimizando
otros factores que pueden influir en los resultados como son la fraccién del eyaculado
utilizada (Xu y cols., 1996), el nUmero de espermatozoides utilizados (Foxcroft y cols.,
1995), la presencia de células del cumulus (Matés y cols., 1996), el tiempo de cocultivo
(Martinez y cols., 1996) o el tamafio (Matas y cols., 1996) y la madurez de los ovocitos
utilizados (Roca y cols., 1997).



Universidad de Murcia Revision bibliografica/ 35

En el ganado vacuno se han descrito diferencias en las tasas de penetracion
asociadas a diferencias individuales (lritani y cols., 1978), lo que ha permitido
analizar la correlacion entre las tasas de fecundacién in vitro e in vivo con unos
resultados muy interesantes (Marquant-Le Guienne y cols., 1990; Graule y cols.,
1995).

En el ganado porcino se ha estudiado la influencia individual sobre los
resultados de fecundacién en distintos trabajos; asi Berger y Parker (1989),
utilizando el SPA y el test heterospérmico, detectan diferencias individuales, asi
como Nagai y cols. (1988) utilizando semen congelado. En sistemas de fecundacion
de ovocitos madurados in vitro se describen diferencias entre verracos tanto en las
tasas de penetracion (Wang y cols., 1995) como en las tasas de polispermia
(Foxcroft y cols., 1995). Del mismo modo se han descrito diferencias entre las
fracciones del eyaculado de un mismo verraco (Xu y cols., 1996). En un sistema
basado en la utilizacién de ovocitos inmaduros Martinez y cols., (1993) demuestran
coémo las diferencias en las tasas de penetracion estan basadas en el efecto del
verraco, sin que se detecten diferencias en las caracteristicas de la calidad seminal
ni en el porcentaje de reacciones acrosémicas verdaderas en el cocultivo (Vazquez y
cols., 1993).
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3.- MATERIAL Y METODOS

El desarrollo del trabajo experimental se efectué en una fase Unica. Sobre un
mismo eyaculado se realizaron las mediciones clasicas del espermiograma, las
pruebas bioquimicas, los ensayos de la funcionalidad del espermatozoide y se valoro la
capacidad de penetracion de ovocitos homdélogos en un sistema in vitro. Los resultados
de la valoracion in vitro del semen fueron contrastados con los resultados reproductivos
(fertilidad y prolificidad) obtenidos en un ensayo in vivo con inseminaciones

homospérmicas con dosis seminales de igual nimero de espermatozoides.

3.1.- Obtencion del semen, dilucion y preparacion de dosis

seminales

Para realizar este estudio se utilizaron 60 eyaculados procedentes de 4 verracos
de raza Pietrain, pertenecientes al centro de inseminacion que la empresa Dalland
Hybrid Espafia tiene en Murcia. Los animales estuvieron alojados en parques
individuales, bajo condiciones higiénico-sanitarias y de alimentaciébn comunes al resto
de los animales del centro. Los reproductores, al comenzar la experiencia, tenian una

edad aproximada de 18 meses.

Los verracos fueron sometidos a un ritmo de recogida de un salto semanal,
realizandose la experiencia durante las estaciones de invierno y primavera, teniendo
ésta una duracion aproximada de 6 meses. Cada dia de la experiencia los animales
fueron conducidos desde los parques individuales a la sala de recogida, donde se
realizé la limpieza de la zona prepucial. La extracciébn de semen se realiz6 por el
método manual, recogiendo Unicamente la fraccion rica del eyaculado sobre un vaso
de precipitado que se encontraba localizado en el interior de un termo debidamente
atemperado a 37°C y cubierto con una gasa estéril para filtrar las particulas
contaminantes y las secreciones de la glandula de Cowper.

Tras la recogida se transportd el semen obtenido al laboratorio adjunto para

realizar una primera valoracion, la dilucion y la preparacion de las dosis seminales. La
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fraccion rica del eyaculado se filtré de nuevo en el laboratorio a través de una gasa
estéril y se depositd en una probeta graduada que se mantuvo en un bafio
termostatizado a 37°C. Posteriormente se valoro el color, el volumen del eyaculado y la
concentracion espermatica para calcular el nimero total de espermatozoides en el

eyaculado.

Del total del volumen seminal se tom6 una muestra de 10 ml y se transporté a
los laboratorios de la Facultad de Veterinaria de Murcia; la mitad fue destinada a la
obtencion de plasma seminal, donde se midi6 el contenido de iones, mientras que con
la mitad restante se valoré la concentracion de ATP. El volumen de semen puro
restante se diluyé en un preparado comercial (MR-A) (Martin, 1984). Este proceso se
realiz6 manteniendo el diluyente y el semen a la misma temperatura, con un grado de
dilucién inferior a 1:15 para obtener dosis con una concentracién final de 3x10’
espermatozoides/ml. Del total de dosis se tomd una muestra de 100 ml que se utilizo
posteriormente en las valoraciones seminales y en el test de penetracion de ovocitos
homdélogos. El transporte de las muestras de semen puro y diluido hasta el laboratorio
de la Facultad de Veterinaria de Murcia se realizO en una estufa de temperatura
controlada (22 °C) y en el plazo de una hora desde su recogida. Con las dosis
seminales restantes se procedi6 a la inseminacion de las hembras reproductoras para

poder evaluar los resultados de fertilidad y prolificidad (Fig. 1).
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3.2.- Pruebas in vitro

3.2.1.- Espermiograma clasico

3.2.1.1.- Concentracién espermaética

Para calcular

la concentracibn espermatica se

Figura 1. Esquema bésico del trabajo experimental

utilizé

una camara

hemocitométrica de Burker. El semen puro previamente fue diluido en una proporcion

1:100 (v/v) en una solucion salina (0'9 % p/v) con formaldehido a una concentracion de

0'3 %. Se hizo el recuento del numero de espermatozoides en una doble muestra,

utilizando un microscopio en campo claro a 400 aumentos. Los resultados se

expresaron como el nimero de espermatozoides/mm?.
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3.2.1.2.- Motilidad y calidad de movimiento

La motilidad se evalu6 mediante la observacion en un microscopio de campo
claro a 100 aumentos de una doble muestra de 10 pl de semen depositado sobre un
portaobjetos precalentado en una placa termostatizada a 39°C. Se valoré el porcentaje
de espermatozoides con movimiento (0-100) y el tipo de movimiento rectilineo,

progresivo y rapido en una escala de 0 a 5.

3.2.1.3.- Formas anormales

La morfologia de las células espermaticas se analiz6 en una muestra fijada,
para lo que se diluyé un volumen de 250 pl de semen en 1 ml de una solucién al 2% de
glutaraldehido en PBS. Se observé una muestra de 10 pl en un microscopio de
contraste de fases a 1000 aumentos con objetivo de inmersion, evaluando la
morfologia de al menos 200 células esperméticas.

Las morfoanomalias se clasificaron de acuerdo con Howard y Pace (1988) en:
- Presencia de gota citoplasmica proximal.
- Colas en latigo.
- Colas en ovillo.
- Otras (alteraciones de la cabeza, colas y cabezas sueltas, colas dobles,

etc.)

Los resultados se expresaron en porcentajes para cada uno de los grupos de

morfoanomalias asi como en el porcentaje total de morfoanomalias.
3.2.1.4.- Estado del acrosoma
Para determinar el estado de los acrosomas se utilizé la misma muestra fijada

que para las formas anormales. Se observaron al menos 200 espermatozoides,

clasificando como acrosomas normales aquellos que presentaban espermatozoides
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con bordes apicales bien definidos y nitidos en forma de semiluna oscura (Pursel y
Johnson, 1974). Los resultados se expresaron en porcentaje de acrosomas normales.

3.2.1.5.- Tincién vital de eosina-nigrosina

Se estimo la vitalidad espermética por la tincion de eosina-nigrosina descrita por
Eliasson y Treichl (1971). Una muestra de semen y un volumen igual de una solucion
de eosina-nigrosina (5 % (p/v) de eosina amarilla, 10 % (p/v) de nigrosina en una
solucion salina) fueron depositados sobre un portaobjetos, se homogeneizé la mezcla 'y
se prepararon extensiones en capa fina. Tras el secado al aire de la extension, se
observaron bajo microscopia de campo claro a 400 aumentos al menos 200 células,
diferenciando aquellas que estaban parcial o totalmente tefiidas de las que no habian
permitido el paso del colorante. El resultado se expres6 como el porcentaje de

espermatozoides no tefidos.

3.2.2.- Pruebas bioguimicas

3.2.2.1.-Contenido de ATP

Para medir el contenido de ATP en el semen puro se utiliz6 un kit de
determinacion cuantitativa de ATP (Sigma 366-UV) basado en el procedimiento
descrito por Adams (1963).

En este proceso la enzima fosfoglicerato fosfoquinasa (PGK) cataliza la reaccion
siguiente:
PGK
ATP + 3-Fosfogliceratoe »ADP + 1,3-Difosfoglicerato

Mientras que una segunda reaccion es catalizada por la enzima gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa (GAPD) :
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GAPD
1,3-Difosfoglicerato + NADH — 5 Gliceraldehido 3-P+NAD+P

El contenido de ATP puede ser estimado mediante la determinacién del
descenso de absorbancia media a 340 nm que corresponde a la oxidacién de NADH a
NAD.

Los reactivos utilizados fueron:

- Acido tricloroacético (TCA) (solucion 12% p/v).

- NADH (sal disddica, viales con 0'3 mg).

- Solucién tampén de acido 3-fosfoglicérico (PGA) (18 mM/l), magnesio y
EDTA.

- Enzimas GAPD y PGK. Suspension en sulfato de amonio de 800 Ul/ml de
GAPD (musculo de conejo) y 450 Ul/ml de PGK (levaduras).

- Patron de ATP (sal disédica, 100 mg).

Se depositdé 1 ml de semen puro en un tubo al que se le afiadié 1 ml de acido
tricloroacético (12% p/v), se homogeneizé la mezcla y se mantuvo en bafio de hielo

unos 5 minutos.

Posteriormente se centrifugd a 1200g durante 5 minutos para recoger el
sobrenadante, despreciando aquellas muestras que presentaron turbidez.

Sobre un vial que contenia NADH, se afadié 1 ml de la solucién tampdn de
PGA, 1'5 ml de agua bidestilada y desionizada y 0’5 ml del sobrenadante antes
obtenido. Tras homogeneizar la mezcla se depositd en una cubeta y se midi6 la
absorbancia a 340 nm (absorbancia inicial). Después de la lectura se afiadieron 0'04 m|
de la solucién enzimatica (GAPD y PGK) se agitd hasta conseguir una mezcla
homogénea y se volvi6 a medir la absorbancia hasta que alcanzé el nivel minimo

(absorbancia final) en unos 5-10 minutos.
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La concentracion de ATP se expresé en nmol /10® células espermaéticas y se

calculo:

(ATP) = (Absorbancia final - inicial ) x 1950 /concentracién

La concentracién se expresa en unidades de 10® espz/ml, donde el factor 1950
deriva de:

1950 = 3'04 /(622 x 10°%) x 025

Siendo:
304 : Volumen de liquido en la cubeta (ml)
6'22 x 10° : Absorbancia hanomolar de NADH a 340 nm
025: Volumen de muestra (ml)

3.2.2.2.- Contenido en cationes del plasma seminal

El contenido en iones en el plasma seminal se midié en un espectrofotometro de
absorcién atémica (Perkin EImer 3100). El plasma seminal fue obtenido después de
una doble centrifugacién (800g x 10 minutos) del semen puro, comprobando que se
producia la correcta separacion. Para realizar las mediciones fue necesario preparar
diluciones en agua bidestilada, desionizada y purificada en diferentes grados segun el

ion analizado:

- Calcio: 1:10 en solucion de cloruro de lantano 1 mg/mi

- Magnesio: 1:200 en solucion de cloruro de lantano 1 mg/ml
- Sodio: 1:3200 en agua

- Potasio: 1:1600 en agua

- Zinc: 1:40 en agua

Se realiz6 la medicion de una doble muestra en las condiciones especificadas

por el fabricante y los resultados se expresaron en ug/l o partes por millén (p/v).
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3.2.3.- Pruebas funcionales
3.2.3.1.- Test con diacetato de carboxifluoresceina (DCF)

Mediante la técnica de diacetato de carboxifluoresceina se estimo la integridad
funcional de las membranas espermaticas. A 1 ml de semen diluido con una
concentracion de 10° espz/ml se le afiadieron 20 ul de una solucién de diacetato de
carboxifluoresceina (0'46 mg/ml en dimetil sulfoxido) y 10 ul de una solucion stock de
formaldehido (12'5 ul de formaldehido al 37% en 1 ml de agua), de acuerdo a la
técnica descrita por Harrison y Vickers (1990). La suspension se incub6 10 minutos a
una temperatura de 37°C, para posteriormente tomar una muestra de 5 pl que se
observé bajo microscopia de fluorescencia a 400 aumentos con un filtro G-2A, con
excitacion a 580 nm. Se visualizaron al menos 200 espermatozoides y se clasificaron
en espermatozoides funcionales que presentaron fluorescencia instensa verde en toda
su extensién y espermatozoides alterados, que no presentaron fluorescencia o
Unicamente lo hicieron de manera parcial. Los resultados se expresan en porcentaje de

espermatozoides clasificados como intactos.
3.2.3.2.- Test de end6smosis (HOST)

Se valord el porcentaje de espermatozoides que presentaron una alteracion
morfologica de enrollamiento de la cola tras la incubacién en un medio hipoosmatico.
Se realiz6 a partir de una muestra de semen diluido por lo que fue necesario un paso
previo de concentracion mediante la centrifugacion de 10 ml de semen diluido (800 g x

3 minutos) (Vazquez y cols., 1997a).

Se siguié el método descrito por Jeyendran y cols. (1984) y adaptado a la
especie porcina por Vazquez y cols. (1997a). Para ello se incubaron en un bafio
termostatizado a 37°C, 100 pl de semen en 1 ml de una solucion hipoosmética (150
mOsm/Kg) obtenida por dilucién del diluyente comercial MR-A (Martin, 1984) que
presenta una osmolaridad aproximada de 300 mOsm/Kg (Johnson y cols., 1988). Tras

una hora de incubacion se fij6 una muestra en una solucion al 2% de glutaraldehido en
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cacodilato sodico (325 mOsm/Kg) y se observaron en microscopia de contraste de
fases a 400 aumentos un minimo de 200 espermatozoides valorando el enrollamiento
de la cola. El resultado se expresé como el porcentaje de células que reaccionaron tras

el proceso de incubacion.

3.2.3.3.- Test de resistencia osmoética (ORT)

Este test se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Schilling y Vengust
(1987) y modificada por Martin y cols. (1990). Se incubaron en un bafio termostatizado
a 39°C, 200 pl de semen concentrado a partir de la dosis seminal en 3 ml de una
solucién de MR-A hipoosmoética (150 mOsm/Kg) y 200 pl de este mismo semen en 3
ml de una solucién a 300 mOsm/Kg. La suspensién hipoosmotica se incubd durante
dos horas mientras que la suspension isoosmoética se incubd durante 15 minutos.
Transcurridos estos tiempos se valoré el nimero de espermatozoides con acrosoma
normal en cada suspension por el método descrito anteriormente. Los resultados se
expresaron como la media aritmética de los porcentajes de acrosomas normales en

ambas soluciones.

3.2.4.- Test de penetracion in vitro homologa

3.2.4.1.- Preparaciéon de medios de cultivo

Para la preparacion de los medios se utiliz6 agua bidestilada y purificada
(Elgastat UHQ PS, Elga). En todo momento se trabajé en condiciones de esterilidad,
utiizando material de un solo uso o bien material tratado en autoclave. En la
preparacion se trabajo en camara de flujo laminar (Telstar) y se procedié al filtrado final
de los medios a través de membranas de 0’22 mm de didmetro de poro (Nalgene).

Para el transporte de los ovarios, la obtencién y el lavado de los ovocitos se
utilizd una solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco modificada (PBSDm)
con la adicion de albumina sérica bovina al 0'4% (p/v) (Fraccion V, Sigma), 0'34 mM de
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piruvato sédico (Merck), 55 mM de glucosa (Merck) y 70 mg/ml de kanamicina
(Sigma); finalmente se ajusté el pH a 7'4 (Mattioli y cols., 1988).

El medio utilizado para la suspension de los espermatozoides fue el TCM 199
(Sigma) con sales de Earle a un pH de 7'8, que fue suplementado con un suero de
ternera fetal inactivado (Sigma) al 12 %, 0'91 mM de piruvato sodico (Merck), 3'05 mM
de glucosa (Merck), 2'92 mM de lactato calcico (Merck), 50 Ul/ml de penicilina G y 30

mg/ml de sulfato de estreptomicina (Sigma).

Como medio de coincubacién se utilizé este mismo, pero adicionando 2 mM de
cafeina y 5'4 mM de lactato calcico (Merck) para finalmente ajustarlo a un pH de 7'4.
Este medio se distribuyé en placas de Petri (Nunclon, 35 x 10) que se dispusieron en el
incubador (Hareus) en una atmaosfera del 5% de CO; en aire, a una temperatura de 39
°C y saturada de humedad. Las placas con el medio se mantuvieron al menos una

hora en el incubador antes de introducir los ovocitos.

3.2.4.2.- Preparacién de los espermatozoides

La preparacion de los espermatozoides para la penetracion in vitro se realizd
siguiendo el procedimiento descrito por Martinez y cols. (1996). El proceso comenzd6
con una primera centrifugacion (50 g x 3 minutos) de la muestra de semen diluido, que
durante 24 horas se mantuvieron conservadas en una cadmara de refrigeracion a 15°C,
de la cual se recogi6 el sobrenadante, de manera que se eliminé el sedimento para
desechar particulas extrafias y espermatozoides muertos. Seguidamente se procedio a
una segunda centrifugacion (1200 g x 3 minutos) de donde se recogio el pellet para
eliminar el sobrenadante. El pellet se diluy6é en el medio de resuspension espermatica y
se ajustdé a una concentracién final de 2x10® espermatozoides/ml, con el que se

procedid inmediatamente a la inseminacion de los ovocitos.
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3.2.4.3.- Obtenciéon de los ovocitos

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de ovarios procedentes del sacrificio de
cerdas hibridas comerciales de unos 90-100 Kg de peso vivo, en el matadero
Industrias Fuertes S.A. Una vez obtenidos los ovarios fueron transportados al
laboratorio en una solucién PBSDm atemperada a 30°C en un breve periodo de tiempo
(inferior a una hora). Los ovarios fueron seleccionados en el laboratorio, desechando
aquellos que no tenian una morfologia normal o presentaban formaciones quisticas o

cuerpos luteos.

Los ovarios seleccionados presentaban foliculos de tamafio comprendido entre
3 y 5 mm de diametro; estos fueron seccionados con un bisturi para recoger el

contenido folicular que se dispuso en placas de petri con PBSDm atemperado a 39°C.

Bajo el estereomicroscopio (Nikon) se seleccionaron los ovocitos que
presentaban una morfologia normal y mediante una pipeta Pasteur con el extremo
adelgazado se traspasaron a otras placas donde se lavaron en sucesivos pases en
PBSDm para, posteriormente, depositar de 15 a 20 ovocitos en una placa de petri de
35 mm de didmetro que contenia 2 ml del medio de coincubacién previamente

atemperado y equilibrado en el incubador de CO..

3.2.4.4.- Coincubacién, fijacion, tincidon y valoracion de resultados.

Sobre las placas que contenian los ovocitos se depositaron 100 pl de la solucion
espermatica, alcanzando una concentracion final de 10’ espermatozoides/m| de medio

(Martinez y cols.,1993). Se coincubaron durante 18 horas en condiciones de 39°C de

temperatura y 5% de CO, en aire.

Tras el periodo de coincubacion los ovocitos fueron lavados en PBSDm,
eliminandose de forma mecanica los espermatozoides adheridos a la superficie del
ovocito y las células del cumulus oophorus. Para ello, se realizaron sucesivos pases a

través de una pipeta automatica de 1 ml de volumen.
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Los ovocitos fueron fijados en una solucion de alcohol y acético (3:1 v/v) durante
al menos 24 horas, para después ser tefiidos con una solucion de Lacmoid al 1% y

observados en microscopia de contraste de fases a 400 aumentos (Chang, 1952).

Se consideré que un ovocito habia sido penetrado cuando presentaba en su
interior  espermatozoides compactos y refringentes, o0 bien ligeramente
descondensados, ambos con un grado superior de tincion que los espermatozoides
adheridos en el exterior del ovocito (Mattioli y cols., 1988). Se valoré el numero de

ovocitos penetrados y el numero de espermatozoides por ovocito penetrado.

En la figura 2 se muestra un esquema del método utilizado en el test de

penetracion in vitro.
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ESPERMATOZOIDES

Conservacion
24 horas, 15 °C

v

12 centrifugacion 50 g X 3 min.
22 centrifugacion 1000 g x 3min

v

Ajuste de concentracion
espermética2 x 108 /ml en

medio TCM 199 apH 7°8

OVOCITOS

Foliculos ovéricos
2-5mmde £

v

Obtencién de ovocitos

l

Seleccidn de ovocitos

Cocultivo

18 horas, 39°C, 5% CO,

v

Tincién

y

Valoracién de resultados

4/‘\;

Tasa de penetracion

Fig. 2. Sistema de penetracion in vitro.

N° de espermatozoides
por ovocito




Universidad de Murcia Material y métodos/ 49

3.3.- Ensayo in vivo

3.3.1.- Inseminacion artificial

Se utilizaron un total de 300 cerdas hibridas comerciales Landrace x Large
White, que siguieron a lo largo de la experiencia el mismo programa sanitario y de
alimentacion que el resto de la explotacién. Para la deteccién del celo, las cerdas
estuvieron alojadas en grupos de 2-5 animales en contacto visual y olfatorio con un
verraco adulto. El diagnostico del celo se realiz6 a primera hora de la mafiana
observando la inmovilidad de la reproductora ante los estimulos de un macho y el
aspecto que presentaba la vulva, para pasar a ser alojada en una jaula individual

donde permanecid hasta el final de la gestacion.

Con las dosis seminales preparadas a partir de cada eyaculado se procedi6 a la
inseminacion de 5 cerdas inmediatamente después de la deteccion del celo, aplicando
una primera dosis seminal de 100 ml de volumen y una concentraciéon de 3 x 10’
espermatozoides/ml. La aplicacién de la dosis seminal atemperada se realizdé en un
tiempo medio de 5 minutos, evitando que se produjeran reflujos. A las 24 horas
siguientes se procedid a reinseminar a las cerdas con semen diluido procedente del
mismo eyaculado, que fue conservado en un refrigerador a temperatura de 15°C
(Martinez y cols., 1984).

3.3.2.- Diagnéstico de gestacion

Transcurridos 23-25 dias tras la primera inseminacion, se realiz6 un estudio
ecografico de cada una de las reproductoras para lo que se utiliz6 un equipo de

ultrasonografia en tiempo real (Fukuda) dotado de una sonda de 3'5 Mhz.

Tras la limpieza de la zona y la deposicion de gel se aplicé la sonda ecogréfica
en la region ventral, entre las dos Ultimas mamas, realizando un barrido por la zona,
valorando la presencia de vesiculas embrionarias, que corresponden con areas

intensamente ecogénicas (Martinez y cols., 1992b).
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3.3.3.- Evaluacién de los parametros reproductivos

Se controld la gestacion y el parto de cada una de las reproductoras
inseminadas y se anotd el nimero de lechones nacidos vivos, muertos y totales. La
fecundidad fue determinada como el porcentaje de cerdas que tuvieron un diagndstico
de gestacion positivo del total de inseminadas. La fertilidad fue determinada para cada
eyaculado como el porcentaje de cerdas que llevaron a término la gestacion en
relacion al total de reproductoras inseminadas y por ultimo la prolificidad fue definida
como la media del tamafio de camada de las reproductoras que parieron.

En la figura 3 se muestra un esquema del proceso de evaluacion de la fertilidad
y prolificidad.
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Deteccion del cdo

Inseminacion artificia
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(%) (N° de lechones nacidos)

Fig. 3. Esquema del ensayo de fertilidad in vivo.

3.4.- Analisis estadistico

Los eyaculados fueron clasificados de acuerdo a la fertilidad o a la prolificidad a
la que dieron lugar en el ensayo in vivo. Los valores obtenidos en las diferentes
pruebas se expresaron como la media = el error estdndar de la media (SEM).
Posteriormente, se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para cada
uno de los parametros de calidad seminal, considerando como efecto fijo el grupo de

fertiidad o prolificidad. Cuando el analisis de la varianza detectaba diferencias
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significativas se utilizo el test de Tukey para comparar los valores entre grupos. Se
consideraron diferencias significativas aquellas que alcanzaron niveles de probabilidad
p< 0'01 (Steel y Torrei, 1980).

Para estudiar el grado de asociaciébn y correlacion entre los diferentes
parametros seminales se realiz6 un andlisis de correlaciones de Pearson (Steel y
Torrei, 1980).

Para el tratamiento de los datos se utilizé la hoja de calculo Excel (v 4.0) y para
realizar los analisis se hizo uso del paquete estadistico Systat (v 5.0) (Wilkinson y
Howe, 1992).
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4.- RESULTADOS

Aun cuando estos resultados son consecuencia de un proceso experimental
anico, el analisis de los mismos se ha realizado en tres fases para facilitar su

exposicion.

4.1.- Estudio de la fertilidad

En esta primera fase se analizaron las diferencias en la calidad seminal de
eyaculados fértiles y subfértiles. Para ello, los 60 eyaculados estudiados fueron
agrupados de acuerdo a la tasa de fertilidad resultante de la inseminacién de 300
reproductoras. De manera que 10 eyaculados dieron lugar a una fertilidad inferior al
20% (a los que denominaremos eyaculados del Tipo [), 19 eyaculados dieron lugar a
fertiidades comprendidas entre 40 y el 60% vy finalmente 31 de los eyaculados dieron

lugar a una fertilidad superior al 80% (eyaculados del Tipo IlI).

En la figura 4 se muestran los valores medios y el error estandar de la media de
la tasa de fecundidad (%) y fertilidad (%) para los diferentes grupos anteriormente
descritos. Se detectaron diferencias significativas entre los grupos estudiados tanto
para la fecundidad como para la fertilidad (p<0'01), pero no se obtuvieron diferencias
entre ambos pardmetros dentro de cada grupo (10 vs 8, 56'84 vs 52'63 y 89'67 vs
89'03%). El nUmero de cerdas inseminadas en cada grupo fue de 50, 95 y 155,

respectivamente.
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Figura 4. Media y error estdndar de la media de los parametros de fecundidad y

fertilidad en tres tipos de eyaculados.

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo Il: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n =19).

Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

a,b,c.

superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0'01).
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Figura 5. Media y error estandar de la prolificidad (lechones nacidos totales) en tres
tipos de eyaculados.

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo Il: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).
Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

Sin embargo, al analizar la prolificidad en los distintos grupos de eyaculados
(Figura 5) no se encuentran diferencias significativas, aun cuando corresponden los
mayores tamafnos de camada con los grupos de mayor fertilidad.

Cuando se analizan los valores de los parametros clasicos de contrastacion
seminal en los distintos grupos de fertilidad (Tabla 7), se observa que el volumen de la
fraccion rica del eyaculado y la concentracibn espermatica no difieren

significativamente en los distintos tipos de eyaculados estudiados.
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Tabla 7. Media y error estandar de la media para los distintos parametros del
espermiograma clasico en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los

valores minimos y maximos.

TIPO | TIPO I TIPO 1lI
(n =10) (n =19) (n =31)
Volumen de la fraccioén rica 1139+ 7'11 101'68 + 8'7 120'87 + 6'91
del eyaculado (ml) (79 - 148) (58 - 164) (54 - 184)
Concentracion espermatica 428 + 47'37 574'73 £ 43'55 527'74 + 30'64
3 3
(x10™ espz / mm”) (250 - 670) (260 - 870) (260 - 930)
Numero total de 4810 + 527 53'76 + 3'65 59'10 + 2'42
. 9
espermatozoides (x10°) (1975 - 83'08) (25'16 - 97'6) (40'12 - 92'96)
Motilidad (%) 58'33 + 1'66 2 6882+ 276" 7326+ 0'87°
(50 - 65) (30 - 80) (60 - 80)
Calidad de movimiento 2'38+ 0112 306+ 0'15° 317 + 007°
(0-5) (2-3) (2-4) 2-4)

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo II: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).
Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

ab, superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0'01).

Con relacion al numero total de espermatozoides por eyaculado, éste alcanza
valores mayores en los tipos de eyaculados con una mayor fertilidad, aunque las
diferencias no llegan a ser significativas. Sin embargo, los parametros de motilidad
(individual y calidad de movimiento) son significativamente superiores en los tipos de
mayor fertilidad, pero no se observan diferencias entre los tipos Il y 11l (68'82 vs 7326 y
3'06 vs 3'17).
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Las morfoanomalias espermaticas totales son significativamente inferiores en
los eyaculados con mayor fertilidad (Figura 6), aunque no se encuentran diferencias
entre el tipo Il y lll. Cuando se analizan las morfoanomalias espermaticas de forma
individualizada (Tabla 8), se observa que las diferencias antes mencionadas estan
debidas a la presencia de espermatozoides con gota citoplasmatica proximal y colas en
latigo con una frecuencia significativamente mayor en el tipo de menor fertilidad (tipo I).
Sin embargo, la presencia de colas en ovillo y otro tipo de morfoanomalias no difiere en
los distintos tipos de eyaculados estudiados y realmente influyen muy poco en el
namero total de morfoanomalias ya que ambas suponen respectivamente un 2'30, 5'99

y 7'99% de las morfoanomalias totales.

100 —

Morfoanomalias totales (%)

20

Tipo | Tipo Il Tipo I

Figura 6. Media y error estandar de la media de las morfoanomalias totales en tres

tipos de eyaculados.

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo II: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).
Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

ab. superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0'01).



Universidad de Murcia

Resultados/ 58

Tabla 8. Media y error estdndar de la media para las distintas morfoanomalias

espermaticas en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los valores

mMinimos y maximos.

TIPO | TIPO Il TIPO Il
(n =10) (n=19) (n=31)
Gotacitoplasmica 55774+ 5592 1417+336% 615+ 122"
i o)
proximal () (4 - 45) (2 - 49) (0-21)
Colaen latigo (%) 1522 +2'142 717 + 1'46° 4'04 +1'00°
(3 - 24) (0 - 18) (0 - 23)
Cola en ovillo (%) 0'55 + 024 0'71+018 046 £+ 0'11
0-2) (0-2) 0-2)
Otras 0'44 + 0'33 0'65 + 021 0'42 + 0'12
morfoanomalias (%) (0 -3) 0 - 3) ©-2)

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo Il: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).
Tipo llI: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

ab, superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0'01).

Tras el andlisis con diversas técnicas del estado de las membranas del
espermatozoide, se observa que para todas las técnicas utilizadas (Tabla 9) los
resultados son mejores en los grupos de mayor fertilidad. Sin embargo, la significacion
estadistica entre los resultados por tipo de eyaculado para cada técnica es diferente.
Asi, el nimero de acrosomas normales, el valor ORT y carboxifluoresceina difieren
(p<0'01) entre los tipos | y Il (8511 vs 91'15, 67'14 vs 78'00 y 61'12 vs 71'08,
respectivamente), aunque no se encuentran diferencias con el tipo Il. El nUmero de
espermatozoides que reaccionan en el test de enddésmosis es significativamente
diferente en el grupo | frente al 1l y Ill, aunque no se detectan estas diferencias entre

estos Ultimos grupos. Y finalmente, el nimero de células espermaticas con capacidad
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de excluir la tincibn de eosina-nigrosina no difiere en los tres tipos de eyaculados

analizados.

Tabla 9. Media y error estandar de la media para los distintos analisis de las

membranas espermaticas en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran

los valores minimos y maximos.

TIPO | TIPO Il TIPO Il
(n =10) (n=19) (n=31)
Acrosomas normales (%) 8511+ 107%  87+168% 91'15 + 0'68"
(83 - 90) (73-97) (82 - 98)
Test de endbésmosis 34'85 + 3'14° 4971+ 262" 51'65+ 1'61 "
(HOST)(%) (24 -51) (28 - 65) (30 - 63)
Test de resistencia 67142622 7539+ 244 78 +127°
osmotica (ORT) (%) (59'5 - 78) (58'5 - 90) (69 - 92'5)
Tincién de eosina - 80'77 + 2'02 83'41 + 1'61 86'15 + 1'25
nigrosina (%o) (67 - 88) (73 -95) (73 -95)
Carboxifluoresceina (%)  61'12 + 2'91° 66+ 175 7108 +1'16°
(53 -74) (59 - 79) (61 - 83)

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).

Tipo II: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).

Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

ab. superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0'01).
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La evaluacion de los parametros bioquimicos del eyaculado (Tabla 10) no
muestra diferencias significativas en ninguno de los componentes estudiados entre los
diferentes grupos de eyaculados. Sin embargo, hemos de destacar que se detectan
valores superiores de sodio, potasio y zinc en el plasma seminal en los grupos de
mayor fertilidad mientras que la situacion es inversa para los niveles de magnesio. Por

contra, los niveles de ATP y calcio no muestran estas tendencias.

Tabla 10. Media y error estandar de la media para los distintos parametros quimicos en

tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los valores minimos y maximos.

TIPO | TIPO I TIPO 1l
(n =10) (n=19) (n=31)
ATP (nmol/10® 19'78 £ 2'19 1810+ 1'84 21'39 £ 1'28
espermatozoides) (14'04 - 28'10) (6'07 - 28'10) (12'48 - 40'44)
Calcio (ppm) 21'28 + 2'45 19'88 + 1'04 24'25 + 1'61
(17'35 - 25'8) (14'5 - 24'25) (196 - 32'2)
Sodio (ppm) 2117'33+227'84 25952 £ 235'37  2582'85 + 281'66

(1664 - 2384)

(1856 - 3840)

(1424 - 3264)

Potasio (ppm) 741'33 £ 125'41 9832 £ 5521 942'85 + 98'83
(608 - 992) (712 - 1288) (552 - 1256)

Magnesio (ppm) 228 + 30'78 13425 + 20'16 158'42 +£12'26
(168 - 270) (64 - 252) (110 - 201)
Zinc (ppm) 19'653 + 2'53 21'64 + 1'53 25'42 + 2'49
(14'6 - 23) (14'8 - 28'4) (18'6 - 38'8)

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).

Tipo Il: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).

Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).
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En la figura 7 se muestran los valores de tasa de penetracion de ovocitos y
ndamero medio de espermatozoides por ovocito penetrado obtenidos en un sistema de
fecundacion in vitro homélogo con ovocitos inmaduros para los distintos tipos de
eyaculados. Observamos como las diferencias para ambos valores son muy
significativas (p<0’01), correspondiéndose altos niveles en los porcentajes de
penetracion (1024 vs 55'13 vs 84'72) y espermatozoides por ovocito penetrado (1'29

vs 11'29 vs 25'85) con los tipos de mayor fertilidad.
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Figura 7. Media y error estandar de la media de los pardmetros de tasa de penetracion
de ovocitos y n° medio de espermatozoides por ovocito penetrado en tres tipos de

eyaculados. Se utilizaron en cada grupo 958, 1432 y 2336 ovocitos respectivamente y

. 7
una concentracion de 10" espz/ml.

Tipo I: eyaculados que dieron lugar a fertilidades inferiores al 20% (n = 10).
Tipo Il: eyaculados que dieron lugar a fertilidades entre el 40 y 60% (n = 19).

Tipo lll: eyaculados que dieron lugar a fertilidades superiores al 80% (n = 31).

abc. superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0'01).
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4.2. Estudio de la prolificidad

Se estudiaron las diferencias en la calidad seminal de los eyaculados que dieron
lugar a prolificidades elevadas, moderadas o reducidas. De los 60 eyaculados
estudiados, 6 de ellos no dieron lugar al nacimiento de ningun lechén. Los eyaculados
restantes (n=54) fueron clasificados de acuerdo al numero medio de lechones nacidos
en las cerdas que parieron. De esta manera, 9 eyaculados fueron clasificados como
tipo A al dar lugar a una prolificidad media inferior a 8 lechones nacidos totales, 28
eyaculados se asociaron con prolificidades medias comprendidas entre 8 y 10
lechones (Tipo B) y los 17 eyaculados restantes tuvieron una prolificidad superior a 10

lechones (Tipo C).
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Figura 8. Media y error estandar de la media para el nimero de lechones nacidos en
tres tipos de eyaculados.

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).

Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).
Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).

abc superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0'01).
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En la figura 8 se puede observar cémo las diferencias de prolificidad entre los
grupos analizados fueron estadisticamente significativas para el numero medio de
lechones totales nacidos (p<0'01). Sin embargo, al analizar los parametros de
fecundidad y fertilidad (Figura 9) con esta nueva clasificacién, se observa que no se

alcanzan diferencias significativas entre los grupos de eyaculados agrupados por su

prolificidad.
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Figura 9. Media y error estdndar de la media de los pardmetros de fecundidad y

fertilidad en tres tipos de eyaculados.

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).
Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).

Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).

Al estudiar el espermiograma de estos eyaculados se observa que para todos los
parametros estudiados no existen diferencias significativas (p>0'01) entre los grupos de

eyaculados clasificados por su prolificidad (Tablas 11, 12, 13 y 14).
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Tabla 11. Media y error estandar de la media para distintos parametros del

espermiograma clasico en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los

valores minimos y maximos.

TIPO A TIPO B TIPO C
(n=9) (n =28) (n=17)
Volumen de la 98'66 + 12'32 105'1 £ 6'03 133'94 £ 10'05
fraccion rica del (58 - 164) (54 - 166) (58 - 184)
eyaculado (ml)
Concentracioén 565'55 + 46'46 558'92 + 36'22 499'41 + 42'12
espermatica (x10° (360 - 770) (250 - 930) (260 - 870)
espz/ mm°®
Numero total de 52'81 £ 529 55'45 £+ 3'10 612 + 3'12
espermatozoides (39'06 - 83'08) (19'75 - 97'6) (43'5 - 92'96)
(x10°)
Motilidad (%) 68'75 + 2'26 7041 £ 2'10 72'85+1'13
(60-75) (30 - 80) (65 - 80)
Calidad de 2'75+0'16 3'06 £ 0'10 3'35+0'09
movimiento (0 - 5) (2-35) (2-4) 3-4

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).

Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).

Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).
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Tabla 12. Media y error estandar de la media para las distintas morfoanomalias
espermaticas en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los valores

mMinimos y maximos.

TIPO A TIPOB TIPO C
(n=9) (n =28) (n=17)
Gota citoplasmica 146 + 5'56 1070 + 2'50 607 + 1'68
proximal (%) (1 - 49) (0 - 45) (1-20)
Cola en latigo (%) 1025 + 2'01 529 + 1'23 3'21+0'79
(2 - 16) (0 - 23) (0-11)
Cola en ovillo (%) 0'87 £ 029 0'58 + 0'13 042 + 0'17
(0-2) (0-2) (0-2)
Otras 0'37 + 018 0'58 + 0'15 0'57 + 027
morfoanomalias (%) 0-1) (0-3) (0-3)

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).

Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).

Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).
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Tabla 13. Media y error estandar de la media para los distintos andlisis de las

membranas espermaticas en tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran

los valores minimos y maximos.

TIPO A TIPO B TIPOC
(n=9) (n =28) (n=17)
Acrosomas 86'37 =+ 2'89 89'58 £ 1'01 90'28 £ 1'07
normales (%) (76 - 98) (73 -95) (83-97)
Test de enddsmosis 4771 + 3'30 50'85 + 2'25 49'83 + 2'48
(HOST) (%) (33-57) (28 - 65) (37 -62)
Test de resistencia 73 £ 4'49 75'63 + 1'57 7875+ 2'01
osmotica (ORT) (%) (58'5 - 92'5) (59 - 85) (69 - 90)
Tincion de eosina - 835+ 2'71 84.04 + 1'58 86'14 + 1'26
nigrosina (%o) (74 - 95) (67 - 95) (78 - 95)
Carboxifluoresceina 6637 + 3108 69'86 + 1'41 68 +1'72
(%) (56 - 83) (60 - 82) (59 - 77)

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).

Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).

Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).
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Tabla 14. Media y error estandar de la media para los distintos parametros quimicos en

tres tipos de eyaculados. Entre paréntesis se muestran los valores minimos y maximos.

TIPO A TIPO B TIPOC
(n=9) (n =28) (n=17)
ATP (nmol/10°® espz) 15'34 + 2'01 19'66 + 1'26 22'49 + 2'09

(6'07 - 19'93) (12'43 - 28'10) (13'65 - 40'44)

Calcio (ppm) 19'45 + 1'46 21'92 £ 2'05 2314+ 1'04
(14'5 - 22'35) (17'35 - 32'20) (20'1 - 25'85)
Sodio (ppm) 2160 + 161'69  2946'28 + 322'62  2422'4 + 306'74
(1424 - 2608) (1664 - 3840) (1856 - 3264)
Potasio (ppm) 1098'66 + 48'33 808 + 82'54 961'6 + 92'62
(928 - 1256) (552 - 1200) (768 - 1288)
Magnesio (ppm) 116'64 £ 17'83 174 + 18'18 140'30 + 24'07
(64 - 165) (93 - 252) (64 - 210)
Zinc (ppm) 25'83 £ 2'92 20'22 £ 1'88 22'48 £ 2'16
(16'8 - 38'8) (14'6 - 28'2) (16'6 - 28'4)

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).
Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).
Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).
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En relacién a las tasas de penetracion y al nUmero de espermatozoides por
ovocito penetrado (Figura 10) observamos como las diferencias entre grupos de

eyaculados Ay B frente al C, alcanzan niveles significativos.
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Fig. 10. Media y error estandar de la media de los parametros de tasa de penetracion
de ovocitos y n° medio de espermatozoides por ovocito penetrado en tres tipos de
eyaculados. Se utilizaron en cada grupo 555, 2297 y 1272 ovocitos respectivamente y

una concentracion de 10’ espz/ml.

Tipo A: eyaculados que dieron lugar a prolificidad menor de 8 (n=9).
Tipo B: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 8 y menor de 10 (n=28).
Tipo C: eyaculados que dieron lugar a prolificidad mayor de 10 (n=17).

ab. superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0'01).
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4.3.- Correlaciones entre los distintos parametros seminales

Analizando las correlaciones de Pearson entre los valores de fecundidad,
fertilidad y prolificidad, observamos (Tabla 15) que la relacion entre la fertilidad y la
fecundidad es muy estrecha (r=0'982), sin embargo las relaciones de estas con la

prolificidad son pequefias y no alcanzan significacion estadistica.

Tabla 15. Correlaciones entre las tasas de fecundidad, fertilidad y prolificidad.

FECUNDIDAD FERTILIDAD PROLIFICIDAD

(%) (%) (N°LNT)
Fecundidad (%) 1 - -
(0'000) - -
Fertilidad (%) 0'982 1 -
(0'000) (0'000) -
Prolificidad 0'129 0'197 1
(n° de lechones (0'354) (0'154) (0'000)

nacidos)

Entre paréntesis se indica la probabilidad

En esta fase se estudio la relacion entre los diferentes parametros que evaltuan la
calidad seminal. En la tabla 16, se muestran las correlaciones de Pearson obtenidas
para los parametros del espermigrama clasico, del estudio de la funcionalidad de las

membranas, de los valores bioquimicos y del test de penetracién in vitro.
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VOL CONC NESP MOT CAL FA~ ACRO HOS ORT E-N CARB ATP Ca Na K Mg Zn PEN

VOL 1

CONC|-0654 1
(0'000)

NESP| 0438 0330 1
(0'000) (0'010)

MOT | 0068 -0043 0001 1
(0'630) (0'730) (0'993)

CAL | 0111 0039 0187 0826 1
(0'432) (0'785) (0'185) (0'000)

FA |-0223 -0132 -0420 -0756 -0771 1
(0'112) (0'350) (0'022) (0'000) (0'000)

ACRO| 0239 -0199 0076 0646 0622 -0622 1
(0'088) (0'156) (0'591) (0'000) (0'000) (0'000)

HOS |-0178 0307 0022 0579 0553 -0597 0589 1
(0'248) (0'142) (0'886) (0'000) (0'000) (0'000) (0'000)

ORT | 0152 -0'106 0113 0498 0507 -0630 0647 0343 1
(0'330) (0'499) (0'470) (0'001) (0'001) (0'000) (0'000) (0'024)

EN | 0135 -0066 0080 0378 0392 -0363 0499 0242 0531 1
(0'341) (0'642) (0'571) (0'006) (0'004) (0'008) (0'000) (0'114) (0'000)

CARB | -0009 0012 0070 0515 0450 -0669 0574 0502 0640 0315 1
(0'953) (0'935) (0'638) (0'000) (0'001) (0'000) (0'000) (0'001) (0'000) (0'029)
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VOL CONC NESP MOT CALI FA ACRO HOS ORT E-N CARB ATP Ca Na K Mg Zn PEN EO
ATP | 0328 -0'309 -0'022 0'314 0296 -0254 0361 0195 0435 0222 0259 1
(0'034) (0'046) (0'892) (0'043) (0'057) (0'105) (0'019) (0'217) (0'005) (0'157) (0'097)
Ca | 0149 -0230 0017 0189 0218 -0413 0245 -0038 0471 0475 0403 0231 1
(0'531) (0'329) (0'944) (0'424) (0'355) (0'071) (0'298) (0'890) (0'066) (0'034) (0'078) (0'388)
Na |-0183 0457 0224 0177 0110 -0248 0186 0353 0041 0089 0060 -0'040 0017 1
(0'441) (0'043) (0'343) (0'455) (0'644) (0'291) (0'432) (0'180) (0'881) (0'709) (0'803) (0'882) (0'942)
K | 0178 0109 0314 0166 0160 -0267 0302 0446 0411 0339 0352 -0044 -0156 -0120 1
(0'453) (0'648) (0'178) (0'483) (0'501) (0'254) (0'196) (0'083) (0'114) (0'143) (0'128) (0'873) (0'512) (0'615)
Mg | 0199 -0418 -0179 -0424 -0377 0247 -0039 -0'304 -0'173 0048 -0205 0404 0502 -0184 -0439 1
(0'399) (0'067) (0'451) (0'062) (0'101) (0'294) (0'871) (0'253) (0'522) (0'840) (0'385) (0'120) (0'024) (0'438) (0'053)
zn |-0104 0176 0130 0314 0192 -0476 0308 0371 0680 0444 0694 0302 0280 0097 0393 -0195 1
(0'662) (0'457) (0'585) (0'177) (0'416) (0'034) (0'187) (0'157) (0'004) (0'050) (0'001) (0'255) (0'232) (0'683) (0'087) (0'410)
PEN | 0244 -0016 0223 0780 0738 -0823 0547 0582 0608 0366 0566 0379 0462 0149 0400 -0439 0429 1
(0'095) (0'912) (0'128) (0'000) (0'000) (0'000) (0'000) (0'000) (0'000) (0'011) (0'000) (0'019) (0'071) (0'583) (0'124) (0'089) (0'097)
EO | 0295 -0286 0413 0515 0403 -0580 0360 0118 0411 0092 0208 0366 0356 -0011 0146 -0221 0098 0715 1
(0'135) (0'154) (0'159) (0'000) (0'005) (0'000) (0'014) (0'479) (0'011) (0'541) (0'185) (0'028) (0'176) (0'968) (0'589) (0'412) (0'717) (0'000)

Tabla 16. Correlaciones de Pearson entre los distintos parametros de valoracién seminal. VOL: Volumen; CONC:
Concentracion; N ESP: N° total de espermatoides; MOT: Motilidad; CAL: Calidad del movimiento; FA: Total morfonamolias; ACRO: Acrosomas
normales; HOS: Test de enddésmosis; ORT: Indice ORT; EN: Tincion vital; CARB: Carboxifluoresceina; ATP: Concentracion ATP; Ca: Calcio; Na:
Sodio; K: Potasio; Mg: Magnesio; Zn: Zinc; PEN: Tasa de penetracion; EO: Espermatozides por ovocito penetrado. Entre paréntesis se indica la
significacion estadistica
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5.- DISCUSION

Nuestros resultados confirman una correlacién muy alta entre el diagnéstico de
gestacion (tasa de fecundidad) y la fertilidad, de tal manera que llega a alcanzar un
valor de r préximo a la unidad (0'982). Estos valores indican que el método de
diagnostico de gestacion mediante técnicas ecograficas ofrece una gran exactitud y
fiabilidad. Los datos obtenidos coinciden con los descritos por Martinez y cols. (1992b)
quienes llegan a alcanzar valores de exactitud proximos al 95 % y con unos niveles de
sensibilidad que alcanzan el 100 % cuando el diagnéstico se realiza a partir de los 23
dias post inseminacion. Los falsos negativos que se presentan al utilizar esta técnica
pueden ser debidos a problemas en la deteccion de gestaciones con tamafios de
camada pequefios, o bien a la mortalidad del total de los embriones y la consiguiente

reabsorcion embrionaria.

Sin embargo, cuando se analiza la relacion entre la fertilidad y la prolificidad
observamos que éstas no se encuentran correlacionadas (r=0'197 p>0'15), de tal
manera que no se detectan diferencias en el tamafio de camada entre los diferentes
grupos de fertilidad establecidos en este trabajo ni diferencias en la fertilidad cuando
los eyaculados son agrupados por la prolificidad. En las especies politocas como la
porcina, la prolificidad esta fuertemente influenciada por un gran nimero de factores
gue afectan a la hembra tales como el potencial genético, la raza, la tasa de ovulacion,
el tiempo transcurrido entre el momento de la ovulacién y la inseminacion, las perdidas
embrionarias, etc. (revisado por Dziuk, 1994). En relacién a este Ultimo punto, Blasco y
cols. (1996) encuentran una baja correlacion (r=0'19) entre el nimero de cuerpos
lateos y el nimero de lechones nacidos y una alta correlacion (r=0'82) entre la tasa de

supervivencia prenatal y el tamafio de la camada.
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5.1.- Relacién de la fertilidad con diferentes pardmetros seminales

Una de las prioridades de los laboratorios de andrologia es la investigacion de
los métodos de analisis espermaticos con el objetivo de detectar las alteraciones de las
caracteristicas seminales que puedan poner en evidencia estados de infertilidad o de
fertilidad reducida (Hammerstedt, 1996).

Los valores de volumen y concentracion espermatica de la fraccion rica del
eyaculado obtenidos en este estudio se encuentran dentro del rango de los valores
descritos como normales (Graham y cols., 1967; Saiz y cols., 1994) y no se han
encontrando diferencias entre los diferentes grupos de fertilidad. Estos resultados
coinciden con los descritos por otros autores. Asi, Martinez y cols. (1986) no
encuentran diferencias en las mediciones del volumen y la concentracion
espermatica al comparar semen de verracos con fertilidad éptima frente a verracos
de fertilidad reducida. Del mismo modo, Hammitt y cols. (1989) en un estudio con
semen congelado no encuentran correlacion significativa entre los indices de
fertilidad y el volumen, la concentracion y el total de espermatozoides por eyaculado.
Por el contrario, otros autores han relacionado la presencia de eyaculados con
volumen reducido y baja concentracion con casos de fertilidad reducida. Sin embargo,
estos eyaculados también presentaban un espermiograma caracterizado por la
presencia de numerosas formas anormales, siendo la manifestacion de un proceso de

espermatogénesis alterado (Larsson, 1986).

En lo que a la motilidad espermatica se refiere, nuestros resultados indican
diferencias significativas entre los distintos grupos de fertilidad. De manera que los
eyaculados que dan lugar a una fertilidad mas baja (tipo 1) presentan una motilidad
sensiblemente inferior a la presentada por los de fertilidad tipo 1l y Ill, aunque no hay
diferencias entre estos Ultimos. Estos resultados indican que la motilidad es un
parametro que podria ser utilizado para discriminar eyaculados de escasa fertilidad. Sin
embargo, no es posible discriminar mediante esta caracteristica seminal eyaculados

gue van a dar lugar a una fertilidad superior al 40%.
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La relacién entre la motilidad y la fertilidad estd sumida en una continua
controversia (Pursel y cols., 1984; Strezezek y Skaweta, 1984; Aalbers y cols., 1985;
Martinez y cols., 1986; Berger y Horton, 1988; Galli y Bosisio, 1988; Hammitt y Martin,
1989; Berger y Parker, 1989; Gerfen y cols., 1994; Waberski y cols.,1994a). Una
posible causa de la discrepancia en los resultados se basa en que los estudios se
realizan en condiciones experimentales con diferentes métodos de valoracion de la
motilidad, diferentes tratamientos de conservacion del semen (fresco, diluido y
congelado) y con diferencias en el nUmero de espermatozoides en las dosis con las
gue se inseminan las reproductoras. Estas mismas diferencias en los resultados han
sido obtenidas en el ganado vacuno donde la relacién entre la motilidad y la fertilidad
varia en los diferentes estudios entre un valor de r pr6ximo a cero hasta valores de 0’6
(Graham y cols., 1980).

Existen diferencias entre los porcentajes de morfoanomalias totales entre el
grupo de menor fertilidad (Tipo I) y los restantes (Tipos Il y Ill). Estos resultados
coinciden con los descritos por Larsson (1985) que demuestra como causa de
infertilidad la presencia de un numero elevado de formas anormales; del mismo
modo Waberski y cols. (1990) encuentran util la medicién del total de formas
anormales para seleccionar verracos en los centros de inseminacion artificial, donde
de forma rutinaria se eliminan los eyaculados que presentan un numero elevado de
formas anormales. Sin embargo, las diferencias obtenidas no alcanzan significacion
estadistica entre el grupo de mayor fertilidad (tipo Ill) frente a los de fertilidad tipo II,
como ocurre con la motilidad. Esta situacién puede atribuirse al hecho de que ambos
parametros como todos los del espermiograma clasico son del tipo compensable
(Saacke y cols., 1994), de tal modo que con la concentracion espermatica utilizada en
este ensayo, que es la misma que se utiliza en condiciones practicas, se puede estar
cerca de los niveles maximos de fertilidad (Larsson, 1985). De manera que cambios
importantes en el numero de espermatozoides normales no dan lugar mas que a

ligeros incrementos de la fertilidad estadisticamente no significativos.
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Al analizar los diferentes tipos de morfoanomalias, la presencia de gotas
citoplasmicas proximales y colas en latigo son las Unicas que difieren entre los distintos
grupos de fertilidad, siendo estos resultados similares a los descritos por Martinez y
cols. (1986).

El estudio de las membranas espermaticas es de gran importancia ya que éstas
intervienen en el metabolismo del espermatozoide y regulan los intercambios de
metabolitos con el medio que le rodea. Del mismo modo, se necesita una membrana
funcional para poder desarrollar los procesos de capacitacion, reaccion acrosomica y
de la union del espermatozoide a la superficie del ovocito. Por ello, al menos
tedricamente el estudio de la membrana puede ser una buena via para predecir la

capacidad fecundante de los espermatozoides (Correa y Zavos, 1994).

Cuando se analiza la integridad estructural de la membrana plasmatica
mediante la técnica de tincion vital no se llegan a detectar diferencias significativas
entre los diversos grupos de fertilidad, alcanzando en los tres grupos estudiados
valores medios superiores al 80%. Una de las posibles causas de esta falta de relacion
entre la vitalidad espermética y la fertilidad es que mediante esta técnica Unicamente
se valora la integridad estructural de la membrana espermatica, que es un requisito
indispensable para la funcionalidad espermatica pero no siempre es equivalente. En
este sentido, tanto con el test de enddésmosis (HOST) como con el test DCF se
obtienen diferencias entre los eyaculados de fertilidad tipo | frente a los de fertilidad tipo
[ll, aunque ninguna de las dos técnicas permite discriminar los grupos de fertilidad 11 y
[,

Cuando se comparan los resultados obtenidos mediante la técnica de exclusién
de eosina-nigrosina, la carboxifluoresceina y el test de endésmosis para los diferentes
grupos de fertilidad detectamos unas diferencias considerables (80’77 vs 61'12 vs
34'85; 83'41 vs 66 vs 49'71; 86’15 vs 71'08 vs 51'65). Estos resultados estan en la
misma linea que los descritos por Vazquez y cols. (1997a). Los porcentajes de células
reaccionantes al test de endésmosis son sensiblemente inferiores al nimero de

espermatozoides que emiten fluorescencia al tefiirlos con DCF y ambos a su vez son
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inferiores al porcentaje de células que excluyen el colorante al tefirlos con eosina-
nigrosina. Estas diferencias pueden ser debidas a que en cada uno de los test se estan
midiendo diferentes aspectos de la membrana espermatica. El HOST y el DCF valoran
la capacidad funcional de la membrana plasmética basada en las propiedades
osmoéticas de la misma y la capacidad de reesterificacion de las esterasas no
especificas presentes en el interior de la célula, mientras que la tincién con eosina-
nigrosina esta basada en la exclusion del colorante debido a que la estructura de la
membrana impide el paso del mismo. De manera que una membrana dafiada
estructuralmente no podra tener funcionalidad, pero no todas las membranas
estructuralmente integras pueden ser funcionales. Las diferencias en los porcentajes
de espermatozoides reaccionantes en el test HOST y DCF pueden ser debidas a que
valoran diferentes zonas de la membrana espermética, de manera que el HOST valora
fundamentalmente la funcionalidad de la membrana de la cola mientras que el DCF

valora principalmente la membrana de la cabeza.

Como sucede con los parametros antes descritos, se encuentran diferencias
entre el grupo de fertilidad tipo | frente al de fertilidad tipo Ill, tanto para los valores de
acrosomas como para el indice ORT. Diversos autores han descrito como la presencia
de un gran nimero de acrosomas anormales en el espermiograma esta asociada con
problemas de fertilidad, aunque las correlaciones encontradas con ésta no son muy
elevadas (Pursel y cols., 1984; Galli y Bosisio, 1988; Hammitt y cols., 1989). Asimismo,
Garcia y cols. (1989) demuestran que los verracos cuyos eyaculados presentan
porcentajes mas altos en el ORT, presentan niveles superiores en la fertilidad y la
prolificidad. Nuestros resultados se dirigen en esta linea, al encontrar diferencias
significativas entre el grupo de fertilidad tipo | y el de tipo Ill, aunque dichos

pardmetros tampoco son capaces de discriminar los grupos de fertilidad Il y III.

Los resultados obtenidos para el contenido de ATP estan dentro de los rangos
descritos en la literatura, aunque Aalbers y cols. (1985) encuentran que los
resultados en la medicién del contenido en ATP del eyaculado estan fuertemente
influenciados por el método de extraccion (en medio acido, por tratamiento térmico)

y de medicion del contenido en ATP (técnicas colorimétricas y de bioluminiscencia).
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En nuestra experiencia no encontramos diferencias para los valores de ATP entre los
diferentes grupos de fertilidad, con unos resultados similares a los obtenidos por
Aalbers y cols. (1985). Sin embargo, las referencias sobre la relacion con la fertilidad
en el ganado vacuno son contradictorias (Kahn, 1986; Wood y cols., 1986;
Soderquist y cols., 1991b).

En cuanto a la relacion entre los constituyentes idnicos del plasma seminal y
la fertilidad, no encontramos diferencias significativas para los distintos cationes
analizados para los distintos grupos de fertilidad. Jeyendran y cols. (1989) ponen de
manifiesto una baja correlacién en la especie humana entre los constituyentes del
plasma seminal y la fertilidad, con unos niveles de significacion insuficientes como

para servir de factor predictivo de la fecundacion.

5.2.- Relacion de la fertilidad con el test de penetracién in vitro

homadlogo

La posibilidad de estudiar las diversas fases del proceso de la fecundacion en
un sistema in vitro parece ser la manera mas objetiva de estudiar la capacidad
fecundante que podra tener un eyaculado, de tal manera que Bavister (1990) lleg6 a
afirmar que sélo los métodos que incluyen el estudio de la interaccién con ovocitos
vivos pueden proporcionar una informacion inequivoca de la capacidad fecundante

de los espermatozoides.

En la especie porcina, son los trabajos de Berger los que establecen las
condiciones Optimas para la realizacion del test de penetracion (SPA) con ovocitos
de hamster libres de zona pellcida (Berger y Horton, 1988) y demuestran una buena
correlacion con la fertilidad in vivo (Berger y Parker, 1989), tanto para el nimero de
ovocitos penetrados como para el nimero de espermatozoides por ovocito
penetrado. Unos resultados similares se obtienen utilizando semen porcino
congelado (Hammitt y cols., 1989) y coinciden con los obtenidos en el ganado

vacuno (Bousquet y Brackett, 1981 y 1982; Bousquet y cols., 1983; Graham y Foote,
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1987; Eaglesome y Miller, 1989), en la especie caprina (Berger y cols., 1994) y en el
ganado ovino (Choudhry y cols., 1995).

Aunque los resultados obtenidos con los sistemas heterélogos son muy
alentadores, estos no evallan los procesos en los que interviene la zona pellcida, que
es una de las barreras mas importantes que el espermatozoide debe superar para
lograr la penetracion del ovocito. La utilizacion de ovocitos homélogos, donde la zona
pelicida se encuentra intacta, puede proporcionar una buena informacion de la
funcionalidad espermatica (Codde y Berger, 1995). Aun asi, los test in vitro sélo
evallan una parte del complejo proceso que lleva a la instauracién de la gestacion, ya
gue por razones obvias no pueden predecir otras fases igualmente importantes en este
sistema, como son por ejemplo el proceso de transporte espermatico hasta el lugar de
fecundacion (Soede y cols., 1993), el transporte del ovocito a lo largo del tracto

reproductor, el proceso de implantacion y el desarrollo embrionario (Berger, 1996).

Los resultados obtenidos en nuestro sistema de penetracion in vitro de ovocitos
homdlogos muestran diferencias significativas entre los tres grupos de fertilidad, tanto
para las tasas de penetracién de ovocitos (1024 vs 55’13 vs 8472 %) como para el
ndamero medio de espermatozoides por ovocito penetrado (1'29 vs 11'29 vs 25'85).
Estos resultados estan en concordancia con los descritos en la especie bovina por
Marquant-LeGuienne y cols. (1990) quienes detectan una correlacion entre las tasas
de penetracion y la fertilidad medida como la tasa de no retorno al estro de 0'83. Del
mismo modo en la especie bovina Graule y cols. (1995) encuentran diferencias en las
tasas de penetracion (75'9 vs 20'4%) que presentan dos grupos de reproductores
agrupados por la tasa de no retorno al estro (73’06 vs 42'48%). En la especie porcina
se han demostrado diferencias en las tasas de penetracién entre diferentes verracos
(Martinez y cols., 1993; Sirard y cols., 1993; Xu y cols., 1996). Sin embargo, hasta
ahora solo se habia demostrado una relacion con la fertilidad in vivo en un ensayo con

ovocitos de hamster libres de zona (Berger y Parker, 1989; Hammitt y cols., 1989).

El estudio de los pardmetros de motilidad, morfologia, acrosomas y de los test

de funcionalidad de la membrana puede ser una herramienta util, en un primer término,
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para desechar eyaculados de baja calidad, aunque estas técnicas no alcanzan la
sensibilidad suficiente para dar un resultado satisfactorio en la prediccion de la fertilidad
(Woelders, 1991). Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que el test de
penetracion in vitro es la Unica técnica de las estudiadas capaz de discriminar

adecuadamente los eyaculados que daran lugar a los distintos grupos de fertilidad.

En nuestro estudio, hemos obtenido para el grupo de mayor fertilidad (Tipo III)
altas tasas de penetracion que van acompafiadas de un numero elevado de
espermatozoides por ovocito, de tal manera que se alcanza una correlacién entre
ambos parametros muy elevada (r= 0'715); unos valores similares obtienen Hammit y
Martin (1989) en un sistema SPA (r=0'72). El nimero de espermatozoides por ovocito
depende fundamentalmente de la concentracién de espermatozoides con la que se
realiza la incubacion (Rath, 1992; Coy y cols., 1993; Martinez y cols., 1993; Foxcroft y
cols., 1995; Xu vy cols., 1996). En nuestras condiciones experimentales la
concentracién espermaética utilizada (10’ espz/ml) permite predecir la capacidad
fecundante mediante los dos parametros: tasa de penetracion y nuamero de
espermatozides penetrados. No obstante, deberdn desarrollarse ensayos a mayor
escala que incluyan un niamero mayor de reproductores que confirme los resultados

obtenidos en estos estudios preliminares.

5.3.- Relacion de la prolificidad con diferentes parametros seminales

Al estudiar los parametros seminales para los distintos grupos de prolificidad
encontramos que ninguno de los estudiados es capaz de diferenciar la prolificidad de
los eyaculados. Estos resultados coinciden con Galli y Bosisio (1988) quienes no
encuentran correlacion entre los parametros del espermiograma clasico y la
prolificidad. Sin embargo, el test de penetracién muestra diferencias significativas entre
los eyaculados de menor prolificidad (Tipo A y B) frente a los de mayor prolificidad
(Tipo C), tanto mediante la tasa de penetracion (51’21 vs 60’56 vs 85'76%) como con el
ndamero de espermatozoides penetrados por ovocito (10’38 vs 16’87 vs 26'78). La
prolificidad depende de la capacidad fecundante de un verraco y de un gran niumero de

factores que afectan a la hembra (revisado por Dziuk, 1994), por lo que sélo las
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técnicas de andlisis seminal mas precisas son capaces de discriminar los eyaculados

que van a dar lugar a un tamafio de camada mas elevado.

5.4.- Correlaciones entre los pardmetros seminales

En la especie porcina son poco numerosos los estudios sobre la relacion entre
los diferentes test in vitro de la calidad seminal (Crabo y Graham, 1972; Clarke y
Johnson, 1987; Hammit y Martin, 1989; Saiz y cols., 1994; Sanchez y cols., 1996)

El nimero total de espermatozoides en el eyaculado es el resultado de la
combinacion de concentracion y volumen, y consecuentemente estos tres parametros
estan relacionados entre si. La dependencia entre la concentracion y el volumen es
inversamente proporcional y, como cabria esperar, la correlacion obtenida es de
caracter negativo r=-0'654. Sanchez y cols. (1996) obtienen un resultado similar (r=-
0’7694, p<0’05) mientras que Saiz y cols. (1994) y Graham y cols. (1967) obtienen una

correlacion ligeramente inferior (r=-0'47, p<0'01).

Encontramos que una serie de pardmetros se encuentran correlacionados entre
si. Estos son los que determinan la motilidad, las caracteristicas morfolégicas, el
acrosoma y la membrana espermética. Estos resultados coinciden con los descritos
por Harrison y Vickers (1990) quienes encuentran unos resultados similares para el
namero de espermatozoides con la membrana funcional medida con DCF vy la
proporcion de acrosomas intactos. Sanchez y cols. (1996) también encuentran que la
relacion entre las formas anormales y los acrosomas normales, como en nuestros

resultados, es inversa y significativa.

Se ha sugerido que el ensayo de ORT evalua de forma global la calidad
espermatica, ya que se han descrito altas correlaciones entre el ORT con la
motilidad y el nimero de acrosomas normales tanto para muestras congeladas como
refrigeradas (Schilling y cols., 1984). En nuestras condiciones experimentales la
relacion de el ORT con la motilidad (r=0'498), calidad del movimiento (r=0'507) y

acrosomas normales (r=0'637) es manifiesta. SAnchez y cols. (1996) detectan también
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correlaciones mayores entre la ORT y los acrosomas normales (r=0'844), con la
calidad del movimiento (0'829). Sin embargo, con la motilidad no encuentran
correlaciones significativas. Rigau y cols. (1996) encuentran del mismo modo una
buena correlacion con el porcentaje de células viables, la motilidad, el nimero de

acrosomas alterados y el indice de produccion de L- Lactato.

El movimiento del espermatozoide es el proceso que mas energia demanda,
siendo la desfosforilizacion del ATP la fuente primaria de energia (Salisbury y cols.,
1978), de manera que se espera que el contenido de ATP esté correlacionado con la
motilidad espermatica. Esta hipétesis ha sido confirmada en diversas especies. Asi,
en la especie humana (Calamera, 1982 y 1991; Chan,1990; Hofmann, 1992),
Soderquist y Larsson (1985) y Séderquist y Stalhammar (1991) en el ganado vacuno
y Aalbers y cols. (1985) en el ganado porcino han descrito una correlacién positiva
entre motilidad y contenido de ATP. Kordan y Strzezek (1992) valoran como los
cambios en los niveles de ATP y AMPc modulan la motilidad y la inhibicion de la

misma en el espermatozoide de verraco.

5.5.- Correlacion entre los parametros de calidad seminal y el test de

penetracion_in vitro

En cuanto a la relacion entre parametros del espermiograma clasico y los
resultados de la penetracién in vitro nuestros resultados muestran que la motilidad, la
morfologia y el estado del acrosoma de los espermatozoides estan muy relacionados
con los resultados de la penetracion in vitro, tanto para el valor del porcentaje de
penetracion como para el nimero de espermatozoides por ovocito. Estos resultados
coinciden con los descritos en la especie humana por Kruger y cols. (1986) quienes
encuentran una relacion directa entre el éxito de la fecundacion con la morfologia y la
motilidad espermaética, o con los estudios descritos por Jeulin y cols. (1986), quienes
encuentran tasas de correlacidon significativas con el porcentaje de espermatozoides
con el acrosoma intacto (r=0'69) y la morfologia (r=0'71), que son unos resultados con
unos niveles similares a los obtenidos en nuestra experiencia (r=0'547 y r=0'823
respectivamente). Sin embargo, Mashiach y cols. (1992) no encuentran diferencias en
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el espermiograma clasico entre dos grupos de eyaculados que mostraron grandes
diferencias en los resultados del sistema FIV.

En la especie porcina, en un sistema SPA, Clarke y Johnson (1987) describen
bajas correlaciones entre las tasas de penetracion y los parametros de motilidad,
acrosomas e integridad funcional de las membranas, mientras que Hammit y Martin
(1989), solo encuentran una correlacion positiva con la motilidad. Sin embargo,
Ivanova y Mollova (1993) aseguran que la tasa de penetracion esta intimamente
relacionada con el estado acrosomal. En cuanto a los tests que utilizan ovocitos
homologos, Martinez y cols. (1993) describen diferencias significativas en las tasas de
penetracion de dos verracos que no se corresponden con diferencias en los
parametros de calidad seminal y del mismo modo Vazquez y cols. (1993) no
encuentran correlaciones entre la tasa de penetracion y el porcentaje de
espermatozoides reaccionantes medidos con una triple tincion. Un resultado similar
obtiene Wang y cols. (1995) utilizando la clortetraclina para valorar la reaccion
acrosOmica, aunque estos describen una correlacion positiva entre las tasas de

penetracion, la motilidad y la vitalidad.
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6.- CONCLUSIONES

1.- La valoracion del volumen del eyaculado, la concentracién espermatica, los
parametros bioquimicos del semen y el estudio de la integridad estructural de la

membrana no permite discriminar entre eyaculados fértiles y subfértiles.

2.- El andlisis de la motilidad, de las morfoanomalias, del estado del acrosoma y las
pruebas que valoran la funcionalidad espermatica permite predecir los eyaculados
gue dan lugar a una fertilidad inferior al 40 %, estando todas las pruebas

mencionadas muy relacionadas entre si.

3.- En nuestras condiciones experimentales, el test de penetracién in vitro homdéloga
es la Unica prueba laboratorial capaz de diferenciar eyaculados de diferente fertilidad

y prolificidad.
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