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RESUMEN

El sistema computarizado de andlisis de semen y la fertilizacion in vitro son herramientas
utiles para predecir la fertilidad. EI presente estudio se realizd con el objetivo de evaluar el
efecto de la motilidad espermatica en la produccién de embriones in vitro en bovinos, la
investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva, de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. Los ovarios fueron colectados del camal y transportados en
termos con solucidn fisiolégica a 35 2C. La aspiracion de los complejos cimulos ovocitos
(COCs), se realizd aproximadamente dentro de 3 horas después de beneficiados los
animales, se aspiraron con PBS+ 1% SFB, los foliculos entre 3 a 8 mm de diametro, con
agujan® 18, Los COCs se categorizaron de acuerdo a la morfologia de las células del cimulus
ovocitos, seleccionandose los COCs de calidad A y B. colocandose en placas petri con gotas
de medio maduracion, donde se llevo a la incubadora a 38.5 °C y 5% de CO2 por 22 horas,
para luego ser fecundados in vitro por 18 horas previo tratamiento espermético con gradiente
de percoll 45/90 y medio capacitante, evaluandose con el Sistema computarizado de analisis
de semen parametros de motilidad espermatica como velocidad curvilinea (VCL), Velocidad
media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud
(STR), indice de oscilacién (WOB), desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y Frecuencia
de batida (BCF). Una vez finalizada la etapa de fecundacion, se trasladaron en un medio para
cultivo, a las 48 horas se realizé la primera renovacion del 50% de medio de cultivo, para el
dia 5 se realizé la segunda renovacién del 50% de medio de cultivo. Posteriormente para el
dia 7 se obtuvieron los embriones en el estado de blastocisto y/o blastocisto expandido. Para
la evaluacion de los pardametros de motilidad espermatica se utilizé un disefio de bloques
completamente al azar y para la correlacion de parametros de motilidad con la produccién
de blastocistos se utilizd correlacion de pearson. Se encontré que los parametros de
velocidad espermatica como VCL, VSL y VAP son superiores estadisticamente (P>0.05)
entre 13 a 14 pum/s y los parametros de angularidad y oscilacion de la cabeza como LIN,
STR y WOB entre 6 a 8% en muestras de semen posterior a la selecciéon y capacitacion
espermatica en comparacion a las muestras de semen post descongelado. Y estas se

encuentran correlacionadas positivamente entre si.

Palabras claves: Motilidad espermatica, Blastocisto, CASA, Fertilizacion in vitro



ABSTRACT

The computerized system of semen analysis and in vitro fertilization are useful tools for
predicting fertility. The present study was conducted with the objective of evaluating the
effect of sperm motility on the production of embryos in vitro in cattle, the research was
carried out in the Laboratory of Reproductive Biotechnology, National University Agrarian
La Molina. The ovaries were collected from the slaughterhouse and transported in terms with
physiological solution at 35 ° C. The aspiration of the complex oocyte cumulus (COCs), was
performed within 3 hours after the animals benefited, were aspirated with PBS + 1% SFB,
follicles between 3 to 8 mm in diameter, with needle # 18, COCs were Categorized according
to the morphology of the oocyte cumulus cells, selecting COCs of quality A and B. placed
in petri dishes with drops of medium ripening, where the incubator was taken at 38.5 °C and
5% CO2 for 22 hours, To be fertilized in vitro for 18 hours before spermatic treatment with
gradient percoll 45/90 and capacitive medium, being evaluated with the computerized semen
analysis system parameters of sperm motility such as curvilinear velocity (VCL), mean
velocity (VAP), velocity Straight line index (VSL), linearity index (LIN), straightness index
(STR), oscillation index (WOB), lateral displacement of the head (ALH) and beat frequency
(BCF). At the end of the fertilization stage, they were transferred to a medium for culture, at
48 hours the first renewal of 50% of culture medium was carried out, for day 5 the second
renewal of the 50% culture medium was performed. Subsequently for day 7, the embryos
were obtained in the state of blastocyst and / or expanded blastocyst. For the evaluation of
sperm motility parameters a completely randomized block design was used and for
correlation betwen motility parameters and blastocysts production we used pearson
correlation. Sperm velocity parameters such as VCL, VSL and VAP were statistically higher
(P>0.05) between 13 and 14 um / s and head angularity and oscillation parameters such as
LIN, STR and WOB were between 6 and 8% in Semen samples after selection and sperm
training compared to post-thawed semen samples. And these are positively correlated with
each other.

Key Words: Sperm motility, blastocyst, CASA, IVF



I.  INTRODUCCION

Antes de usar un toro en los programas de reproduccion es recomendable conocer su
fertilidad. En muchos casos no es suficiente que haya tenido algunas crias, es deseable
conocer la fertilidad con un grado de exactitud, en especial cuando se usa en programas de
inseminacidn artificial y monta natural de un gran nimero de hembras (Larsson y Rodriguez-
Martinez, 2000).

La prediccion de la capacidad fecundante del esperma es técnica y econOmicamente muy
importante, en especial cuando trabaja con reproductores que estdn en centrales de
inseminacion. Los investigadores en el mundo han desarrollado varias pruebas relacionadas
con la calidad de semen y su morfologia (Barth, 1992), motilidad espermaética (Kjaestad et
al., 1993; Holt et al., 1997), componentes bioquimicos del semen (Hirao, 1975), presencia
de cromosoma intacto (Correa et al., 1997), integridad de membrana plasmatica (Perez et
al., 1997), concentracion de espermatozoides seleccionados por swim up (Zhang et al.,
1998), reaccion acrosomica (Januskauskas et al., 2000), etc.

La evaluacion de motilidad espermatica es comdnmente utilizado por laboratorios de analisis
de semen, debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo (Gadea et al., 1998; 2004), sin
embargo, la correlacion con la fertilidad es muy variable, baja y en muchos casos
contradictoria (Xu et al., 1998 y Tardif et al., 1999). La medida de motilidad espermaética es
subjetiva debido a que depende individualmente del observador y la precision de la
estimacion de la motilidad es muy importante, siendo de alta correlacién con la fertilidad, si
se usa como variable el promedio de la estimacion de diferentes técnicos (Foote, 2003).

El sistema computarizado de andlisis de semen (CASA- Computer - Assisted Sperm
Analyzer) ha sido usado para resolver este problema (reducir la variabilidad) y se ha
encontrado una correlacion significativa con la fertilidad (Hirai et al., 2001), sin embargo,

el sistema no esta exento de algunos errores humanos (Verstegen et al., 2002)



La fecundacidn in vitro se ha desarrollado y utilizado para la produccion de crias de alto
valor genético de diferentes especies (Palmer et al., 1991). Esta técnica implica la
maduracion in vitro de ovocitos (IVM), fecundacion in vitro de ovocitos (IVF) y el cultivo
in vitro de ovocitos fecundados (I'VC) hasta el estadio de blastocisto. A traves de los afios,
muchos estudios, realizados principalmente en bovinos, han demostrado que el donante del
semen influye en gran medida el resultado fecundacion y cultivo de embriones (Shi et al.,
1990; Shamsuddin y Larsson, 1993). A los ensayos de fertilidad in vitro se denominan
prueba de penetracion espermaética (Hay et al., 1997; Gadea et al., 1998), en la cual los
espermatozoides demuestran su habilidad para penetrar la zona pelicida y realizar una
fecundacién y completar su desarrollo.

La relacion objetiva de un andlisis computarizado con un procedimiento de fecundacion in
vitro puede ser una de las alternativas mas relevantes para determinar tempranamente la
capacidad fértil de los donadores de semen. En tal sentido para la presente investigacion se
ha planteado el siguiente objetivo; Evaluar el efecto de la motilidad espermatica en la

produccién de embriones in vitro en bovinos.

Para desarrollar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

a) Caracterizar los parametros de motilidad (VCL, VAP, VSL, LIN, STR, WOB, ALH
y BCF) del espermatozoide bovino post descongelado y post seleccionados y

capacitados, previo a ser utilizados en fecundacion in vitro.

b) Caracterizar los indicadores en la produccion de embriones in vitro, por toro

evaluado.

c) Estudiar la correlacion entre los parametros de motilidad (VCL, VAP, VSL, LIN,
STR, WOB, ALH y BCF) evaluados en post descongelacién y post seleccién y

capacitacion con la produccion de embriones in vitro en bovinos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Dinamica Folicular

El uso de la ecografia ha confirmado el modelo tedrico planteado por Rajakoski, quien
propuso que los patrones de crecimiento y regresion folicular, tanto a nivel individual como
el total de la poblacion, se desarrollarian durante todo el ciclo, pero no de forma continua

sino muy relacionados en el momento o dia del ciclo (Rajakoski., 1960).

El sequimiento ecogréfico de los foliculos durante todo el ciclo permite la descripcion de los
niveles de crecimiento y desarrollo foliculares. En la vaca se puede enmarcar en las etapas
de reclutamiento, seleccion y dominancia (Savio et al., 1988). El reclutamiento folicular es
el proceso que esta bajo la responsabilidad de la FSH, los foliculos antrales pequefios de 2 —
3 mm de didmetro, comienzan a crecer, iniciando asi una onda de desarrollo (reclutamiento)
y este proceso se relaciona temporalmente con cambios medibles de la FSH circulante
(Adams et al., 1992).

Aun se discute de los factores intraovaricos estimulados por la FSH, los que estan
involucradas en el proceso de reclutamiento folicular, los factores de crecimiento similar a
la insulina (IGF-1) y las proteinas a las que estos se ligan han sido implicados en la
amplificacion de la accion de la FSH (Monget et al., 1996). Los foliculos desarrollan la fase
de desviacion y llegan a la dominancia en cuatro dias de la fase de seleccion, creciendo de

un modo muy rapido (Ginther et al., 1997).

El proceso de seleccion se caracteriza por el bloqueo ejercido por el foliculo mas
desarrollado sobre los restantes foliculos del mismo desarrollo, este efecto se produce a
través de sustancias hormonales como las inhibinas y el estradiol, las que actdan
disminuyendo la liberacién de FSH, de modo que los niveles insuficientes de gonadotropinas
afectan esencialmente, el desarrollo de los foliculos méas pequerios, esta fase existe un grupo
reducido de foliculos que escapan al proceso de atresia. Otro mecanismo que se invoca es el

de los factores paracrinos como el de la produccidon del factor de crecimiento epidermal que



reduce la capacidad de los foliculos pequefios para utilizar andrégenos (Blanco y Campo,
1997).

La dominancia se refiere al desarrollo de un foliculo mientras los restantes sufren un proceso
de atresia fisiologica. El foliculo dominante es més sensible a la accion de las gonadotropinas
que los restantes, por lo que a pesar de influir negativamente en la liberacion de
gonadotropinas FSH, no sufre atresia (Adams et al., 1993). La competencia entre los
foliculos por la FSH circulante es la responsable de la dominancia, cuando se elimina el
foliculo dominante, el subordinado mas cercano al dominante ocupa su lugar (Kastelic et al.,
1990; Sunderland et al., 1994)

La FSH es indispensable para la secrecion de estrégenos foliculares ya que estimula el
crecimiento y la completa diferenciacion de las células de la granulosa de los foliculos
preovulatorios grandes para que adquieran receptores para la LH, y desarrollen su maxima
actividad. Cerca del 90% del estradiol secretado por los ovarios se deriva de estos foliculos
estimulados por la FSH (Rivera., 1993).

Ovulacién. Los foliculos preovulatorio experimentan tres cambios principales durante el
proceso ovulatorio: a) maduracion citoplasmatica y nuclear del ovocito, b) perdida de la
cohesividad de las células del monticulo ovarico entre las células de la capa granulosa y c)

adelgazamiento y rotura de la pared folicular externa.

Después del pico le LH que inicia el proceso de ovulacion, aumenta el flujo sanguineo hacia
todas las clases de foliculos. Sin embargo, el foliculo destinado a ovular recibe el mayor
volumen de sangre en términos absolutos. La disposicion normal del ovario de los mamiferos
hace posible la ovulacion en cualquier punto de su superficie, excepto en el hilio (Karsh et
al., 1997; Hafez., 2000).

2.2.Analisis clasico de semen

El anélisis de semen clasico permite realizar una primera evaluacion rapida de la calidad
espermatica, ayudando en la prediccion del potencial de fertilidad, asi como en la
identificacion de posibles causas de infertilidad. La prueba debe incluir unos factores que

evallan diversas funciones de la célula espermatica.



Aunque no hay un consenso sobre la eficacia de las diferentes pruebas utilizadas en cuanto
a prediccion de la fertilidad del macho. EI espermiograma sigue siendo un método muy
utilizado que permite valorar la calidad de las muestras seminales correspondientes a
diferentes especies. No obstante, en ocasiones, los resultados de los parametros espermaticos
del espermiograma clésico pueden no ser suficientes para determinar con exactitud la

capacidad fecundante de un eyaculado (Larsson y Rodriguez-Martinez, 2000).

El semen es uno de los fluidos bioldgicos mas variables que existen (Lewis, 2007), ya que
los espermatozoides son conocidos por la capacidad de cambiar su comportamiento en
respuesta a sutiles cambios ambientales, como métodos de procesamiento, conservacion,
temperatura, etc., los cientificos en reproduccion animal se enfrentan a un gran reto a la hora
de poder valorar la calidad seminal y comparar sus resultados con los de otros estudios o
laboratorios, debido en parte a la ausencia de un protocolo estandar de valoracion (Gravance
etal., 1998).

Existe asi, una gran variabilidad de resultados debido a algunas limitaciones que requiere
especial mencion, la necesidad de un personal calificado para el desarrollo de determinadas
pruebas de laboratorio, al haberse demostrado ampliamente la influencia del evaluador, en
el resultado final de las mismas (Davis y Siemers, 1995). Otro problema es la falta de
consenso entre los laboratorios a la hora de interpretar los resultados (Larsson y Rodriguez-
Martinez, 2000) y, por tanto, si bien el espermiograma clésico aporta una informacion vélida
de la calidad seminal ésta no es suficiente como para poder permitirnos una mayor

compresion de todos los procesos que determinan la calidad espermatica.

El andlisis rutinario y clasico evalia de una forma rutinaria diversos parametros
espermaticos como el pH, el volumen, la concentracion, el movimiento espermatico y la
morfologia, entre otros. Estos pardmetros individualmente no presentan una correlacion
definitiva con la fertilidad, si bien su interpretacion global nos permite una primera
evaluacion y control rutinario de la calidad seminal. Asi, como resultado del analisis seminal,
podemos calificar a la muestra como “apta” o “no apta” para su uso en inseminacion artificial

0 en determinados programas de reproduccion asistida (Hidalgo et al., 2005).



2.2.1. Motilidad espermatica

Los espermatozoides de mamiferos adquieren la capacidad de movimiento durante el
trasporte por el epididimo (Yanagimachi et al., 1981). La motilidad flagelar es estimulada
tras la eyaculacion y se modula durante el transito del espermatozoide a traves del aparato
reproductor de la hembra (Davis y Siemers, 1995). Este transito implica cambios
secuenciales importantes en los patrones de movimiento espermatico, mostrando diferencias
en cuanto a la longitud de la onda flagelar (movimiento asimétrico) o cambios en el
desplazamiento lateral de la cabeza (Muifio et al., 2008), sugiriendo que el espermatozoide
necesita primero sufrir una activacion en la motilidad (hiperactivacion) que le permita
atravesar el tracto genital de la hembra y posteriormente, cambios estructurales en el
acrosoma dandole la capacidad de fecundacién (penetrar la pared del ovocito) (Turner,
2003). Por todo ello, la motilidad del espermatozoide es una caracteristica fundamental a

tener en cuenta en la evaluacion de la calidad seminal.

Para la evaluacién del movimiento espermaético se han descrito numerosos métodos (Bonet
et al., 1992; WHO, 1999), desde la valoracion subjetiva bajo microscopio de campo claro
hasta los sistemas CASA, capaces de realizar evaluaciones objetivas tanto desde el punto de
vista cualitativo como cuantitativo (WHO, 1999). La mayoria de los autores coincide en
mostrar valores > 60% de espermatozoides con movimiento progresivo para un reproductor

fértil (Muifio et al., 2008).

Existen muchos factores, tanto de origen extrinseco, que influyen en la calidad del
movimiento y que pueden afectar al movimiento esperméatico de una muestra. Entre ellos,
destacamos la frecuencia de colecta, el uso y el tipo de diluyentes para su evaluacion el
tiempo entre la recogida y la evaluacién, la temperatura o el uso de antibidticos en los
diluyentes, como factores extrinsecos y la raza y edad de los animales, las alteraciones de

origen testicular entre los de intrinsecos.

2.2.2. Viabilidad espermatica

La viabilidad espermatica refleja el grado de integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal del espermatozoide, parametro que ha sido previamente asociado con la fertilidad

potencial de una muestra de esperma (Uwland, 1984).



La evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica es una prueba fundamental dentro
del espermiograma debido a la importancia que tiene esta estructura en el mantenimiento del
espermatozoide vivo (Mocé y Graham, 2008). Ademas, la integridad de la membrana
espermatica no solo es fundamental para el metabolismo espermatico, sino que es
imprescindible en varios eventos de la fecundacion como la capacitacion, la reaccion del

acrosoma o su fusion con el ovocito (Quintero-Moreno et al., 2003).

Entre los métodos descritos para la valoracion de la integridad de la membrana plasmatica
del espermatozoide se describen técnicas tincién como la la eosina— nigrosina, eosina/azul
de anilina, el verde/eosina, el tripan azul/giemsa o el amarillo naftol/eritrosina, las cuales se
valoran bajo microscopia de campo claro, o microscopia de Opticas de contraste de
Normarski o de contraste de fases (Pursel y Johnson, 1974). Otra técnica es la microscopia
electrénica, tanto de transmisién como de barrido, que debido a su alto costo y su
complejidad es poco practica (Larsson y Rodriguez-Martinez, 2000).

Actualmente el desarrollo de sondas fluorescentes y la utilizacion de la microscopia de
fluorescencia o la citometria de flujo han permitido el uso de nuevas técnicas para evaluar
los dafios de la membrana plasmatica del espermatozoide. Un ejemplo de ello es la
combinacion de sondas como el diacetato de carboxifluorescencia o el SYBR-14 con el
yoduro de propidio (Maxwell, 1996). Este tipo de técnicas permiten evaluar de forma mas
precisa la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide (Pérez-Llano et al.,
2003) y en consecuencia, la viabilidad de la célula espermatica.

Por otra parte, las pruebas funcionales como el test de endosmosis (HOST-test) permite
evaluar la integridad de la membrana plasmatica, valorando su funcionalidad al comprobar
la resistencia osmatica del espermatozoide en medios hipoosméticos (Pérez-Llano et al.,
2003). La celula espermatica posee la capacidad de captar o liberar agua segun la
osmolaridad del medio extracelular, informando de la éptima funcionalidad de su membrana
plasmatica y de la capacidad del espermatozoide para la distribucion de fluidos dentro y

fuera del mismo (Quintero- Moreno et al., 2003).

Respecto a la valoracion de la integridad acrosémica, junto con la valoracion de la integridad
de la membrana espermatica, ha sido uno de los pardmetros seminales mas estudiados debido

a que juega un papel clave en la fecundacion (Cabrera et al., 2012), gracias a que solo los



espermatozoides que presenten un acrosoma integro podran realizar la reaccion acrosomal
de manera sincronizada con la fase de penetracion del oocito y, como consecuencia,

fusionarse con éste para formar un embrién (Januskauskas et al., 2000).

2.2.3. Morfologia espermatica

La cabeza de los espermatozoides de mamiferos presenta importantes variaciones en la
forma entre las diferentes especies. Por ejemplo, es ovoide y discoidal en conejo, toro y
cerdo, falciforme en ratdn, rata y hdmster, y algo aplanado y elipsoide en el hombre. En
cambio, es eliptica en el caballo (Samper, 2009). En cuanto al tamarfio, también existen
considerables diferencias, mientras que el espermatozoide humano presenta 5-6 um de
longitud y 2,5-3,5 um de ancho (WHO, 1999), el del caballo tiene una longitud de 6,62 um
y una anchura de 3,26 um (Hidalgo et al., 2005). Aunque en general se podria aceptar que
la mayoria de los mamiferos presentan una poblacion espermatica morfoldgicamente

homogénea (Gago et al., 1999).

El eyaculado de la mayoria de animales domésticos se caracteriza por presentar un bajo
porcentaje de morfoanomalias, como por ejemplo el macho cabrio (5-15% de anomalias
morfoldgicas) (Roca et al., 1992). En cambio, el eyaculado del caballo no presenta un
porcentaje de anomalias morfoldgicas tan bajo, llegando a superar el 20% de anomalias en

reproductores fértiles (Love et al., 2000).

Posiblemente, la morfologia espermaética sea uno de los pardmetros mas importantes, junto
con la motilidad, a evaluar en el eyaculado de nuestras especies domésticas. Existen
numerosos trabajos de investigacion que ponen de manifiesto la importancia de este
parametro, correlacionandolo con la motilidad espermatica (Varner, 2008) y con la fertilidad
(Jasko et al., 1990; Kumar and Rani, 1999). Concretamente, algunas morfoanomalias han
sido asociadas con una fertilidad reducida, como las anormalidades de la pieza intermedia y
las colas dobladas o enrolladas en espiral (Varner, 2008). Asimismo, cualquier defecto
morfol6gico debido a un proceso de maduracion espermatico incompleto (por ejemplo
defectos en la cola o pequefias diferencias geométricas en la cabeza) puede originar a su vez
un movimiento anormal que incapacite al espermatozoide para su progresion en el aparato

genital femenino y la posterior fecundacion (Dresdner and Katz, 1981).



La morfologia espermética ha sido determinada mediante numerosas técnicas, aunque el
método mas sencillo corresponde a la fijacion de una muestra espermatica con soluciones de
formaldehido o glutaraldehido y el posterior contaje de espermatozoides mediante
microscopia de contraste de fase (Pinart et al., 1999; WHO, 1999). Igualmente se han usado
diferentes técnicas de tincion para hacer valoraciones bajo microscopia de campo claro.
Entre los métodos de tincion mas empleados se incluyen la eosina-nigrosina, el trypan azul
y giemsa, el papanicolau y el Spermac®. Al igual que existen diferentes métodos de
procesado de la muestra, existen diferentes sistemas de evaluacion y clasificacion de la
morfologia espermética (Pinart et al., 1999). No obstante, cominmente se utilizan dos tipos
de clasificacion o combinaciones de estas. Asi, las anomalias pueden ser clasificadas en
funcién de la estructura espermatica que esta alterada (Jasko et al., 1990): 1) anomalias de
la cabeza, 2) de la pieza intermedia y 3) de la cola. Asi también, las anomalias pueden
clasificarse en funcion de su origen (Varner, 2008): 1) anomalias primarias, 2) secundarias

y 3) terciarias.

Generalmente, los defectos primarios se consideran mas severos y se creen que tienen su
origen durante la espermatogénesis dentro del epitelio seminifero testicular. Este tipo de
alteraciones son facilmente detectadas mediante la evaluacion morfoldgica y aportan una
informacién muy valiosa ya que estas anomalias se consideran que estan entre moderada y

altamente relacionadas con la fertilidad de los sementales (Samper, 2009)

Aungue la valoracion de las anormalidades morfoldgicas utilizando estos métodos han
demostrado ser un importante indicador de la determinacion del descenso en la fertilidad en
diversas especies (Chandler et al., 1988), incluyendo los équidos (Brito, 2007), su
subjetividad condiciona la interpretacion de los resultados. Ademads, estos métodos
subjetivos de valoracion espermatica presentan una gran variabilidad intra e inter
laboratorios, haciendo necesario la utilizacion de métodos de valoracion morfoldgicos mas

objetivos como los sistemas CASA (Hidalgo et al., 2005).

2.3.Analisis computarizado de semen (CASA)

Desde hace varias décadas numerosos investigadores (Glover, 1968; Amann y Hammerstedt,
1980; O"Connor et al., 1981) han dedicado mucho trabajo y recursos para intentar eliminar

la subjetividad inherente a la evaluacion microscopica de la calidad del semen. Producto de



estas investigaciones, fue el desarrollo de los sistemas computarizados para el analisis de la
motilidad espermaética. Desde que se introdujeron en el mercado a principios de los afios 80,
originalmente para la evaluacion de semen humano, los sistemas CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis), se han ido perfeccionando y modernizando, a la vez que su precio se fue
haciendo mas asequible. En consecuencia, comenzaron a utilizarse cada vez con mas
frecuencia en veterinaria, especialmente en la especie bovina, tanto en el ambito de la

investigacion como en el de la industria como en los centros de IA.

-~ Camara Digital

Etapa de
monitoreo
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b

J 3 E

Microscopio Computadora

Figura 1. Representacion esquemaética del sistema computarizado de analisis seminal

(http://www.micropticsl.com/products/sperm-class-analyzer-casa-system).

Un sistema CASA consta de varias unidades interdependientes: un microscopio de contraste
de fases conectado a una camara de video, que envia la imagen desde el microscopio a un
monitor (Ver figura 1). Posteriormente, la imagen es enviada desde el monitor a una
computadora, donde un analizador digital de imagen captura varias fotografias seriadas de
cada campo microscopico seleccionado, normalmente en menos de 1 segundo. El software
diferencia a los espermatozoides de otras particulas que puedan aparecer en la imagen por
su tamafo, y analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide individual durante esa

fraccion de segundo (Verstegen et al., 2002).
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Aunque los principios basicos utilizados para el anélisis de las imagenes digitalizadas son
similares en los diferentes sistemas CASA que existen en el mercado, hay diferencias
apreciables en sus sistemas Opticos, técnicas de captura de imagen y reconocimiento
espermatico, algoritmos utilizados para la reconstruccion de trayectorias y determinacién de
las medidas de movimiento, y también en el manejo y analisis de los datos, y
consecuentemente, en los resultados finales (Davis y Siemers, 1995; Krause, 1995;
Mortimer, 2000; Verstegen et al., 2002).

El uso de sistemas CASA para la contrastacion rutinaria de las dosis seminales ofrece
notables ventajas pero también posee algunos inconvenientes. Uno de los principales es que
no existe una estandarizacién y optimizacién de los equipos y de los procedimientos
empleados en los andlisis (\Verstegen et al., 2002). Los diferentes laboratorios trabajan con
distintos equipos, y las caracteristicas técnicas difieren de unos a otros, lo cual provoca que
los resultados facilitados por los distintos centros para los mismos parametros sean muy
dispares. Existen una serie de consideraciones practicas y biologicas que afectan a los

resultados obtenidos con el CASA.

Segun Verstegen et al. (2002) entre los principales factores de los que depende el resultado

final estan:
v Latemperatura de andlisis del semen.
v El volumen analizado.
v El tipo de camara utilizada.
v El tiempo que transcurre entre la recogida y el analisis.
v La concentracién espermatica de la muestra.
v" El diluyente utilizado.
v"El objetivo del microscopio utilizado en el analisis, asi como la iluminacion, etc.

Esto significa que cada laboratorio debe estandarizar su propio equipo y establecer su propio
protocolo de trabajo, teniendo en cuenta que dichos resultados seran Unicamente aplicables

a las muestras evaluadas con ese equipo en cuestion.

Los sistemas CASA permiten determinar la concentracion espermatica de la muestra a

analizar. Sin embargo, Verstegen et al. (2002) comprobaron, utilizando muestras de semen
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de distintas especies animales, que los CASA tienden a sobreestimar la concentracion de
espermatozoides de la muestra. Algunos autores atribuyen el error a que, debido a las
colisiones espermaticas, el mismo espermatozoide puede ser contabilizado varias veces.
Cuanto mayor es la tasa de dilucion del semen, los problemas de sobreestimacion de la

concentracion tienden a disminuir puesto que la posibilidad de colision disminuye.

2.3.1. Parémetros de motilidad espermética

Los programas disefiados para motilidad espermatica incluyen una serie de parametros
descriptores del movimiento espermatico que son comunes a todos los sistemas CASA
(Boyers et al., 1989; Farell et al., 1995). Algunos de los pardmetros més utilizados por los
diversos autores son los siguientes: Porcentajes de motilidad total o de motilidad progresiva:
en funcion de su velocidad curvilinea (VCL) o de su velocidad media (VAP), los
espermatozoides son clasificados en estaticos, moviles progresivos 0 moviles no

progresivos; y dentro de los moviles, en rapidos, medios y lentos.

Parametros que definen la velocidad de los espermatozoides y parametros de angularidad y

oscilacion de la cabeza (Mortimer, 1997):

VCL

Figura 2. Parametros de motilidad obtenidos por el CASA (Quintero-Moreno et al., 2003).

El desarrollo de nuevas tecnologias como la citometria de flujo o los sistemas de analisis

automatizados de semen CASA (Computer Assisted Sperm Analisis) permite el estudio de
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maultiples caracteristicas funcionales y morfoldgicas de los espermatozoides para intentar
predecir su capacidad fecundante (Quintero-Moreno et al., 2011).

ElI CASA proporciona toda una serie de datos relativos a la velocidad y trayectoria de cada
espermatozoide individual (ver figura 2), con lo que permite obtener informacion precisa,
objetiva y repetible, sobre el porcentaje de células mdéviles presentes en la muestra y la

calidad media de ese movimiento (Amann, 1989; Anzar et al., 1991).

El CASA permite identificar la existencia de subpoblaciones de espermatozoides con
distintos patrones de movimiento que coexisten en la misma muestra de semen (Holt, 1996;
Abaigar et al.., 1999). En los Gltimos afios se ha demostrado la existencia de subpoblaciones
espermaticas con distintos patrones de movimiento en los eyaculados de todas las especies
estudiadas hasta la fecha, como por ejemplo, el cerdo, el mono titi, la gacela, el caballo o el
perro (Quintero-Moreno et al., 2003; Nufiez-Martinez et al., 2006). Ademas, se ha observado
que espermatozoides pertenecientes a distintas subpoblaciones responden de forma diferente
ante procesos como la criopreservacion o la exposicion al efecto de agentes capacitantes
(Holt, 1996; Abaigar et al., 1999). En semen bovino fresco o congelado, de momento, no se
ha publicado ningun estudio relativo a la identificacion de subpoblaciones esperméticas con

distintos tipos de movimiento.

Los espermatozoides que forman parte de un eyaculado no son uniformes en cuanto a sus
caracteristicas de motilidad, es decir, en el mismo eyaculado existe porcentajes de
espermatozoides que se mueven de forma rapida y progresiva, otro porcentaje de
espermatozoides que se mueven mas lentamente, y por ultimo, aparece un nimero de
espermatozoides sin movimiento. Por lo tanto, si no consideramos la existencia de estas
subpoblaciones en un eyaculado, tal y como se hacia hasta hace pocos afios, y partimos de
la base de que el eyaculado es una poblacion homogenea, se estara perdiendo informacion
relevante. Si esta subpoblacion representa un porcentaje muy pequefio, sus caracteristicas se
veran enmascaradas por el resto de la poblacion. Esto explicaria, al menos en parte, que no
se haya observado correlacion significativa entre parametros cinéticos medios (por ejemplo
VCL, VSL, LIN o0 ALH) y la fertilidad in vivo de una dosis seminal (Holt y Van Look, 2004).
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Najjar et al. (2013) reporta diferencias notorias en motilidad progresiva de 3 toros vs 1 de
ellos (50, 56 y 60 vs 34%), estas diferencias también se manifestaron cuando evaluaron
parametros de movilidad por CASA, para VAP =83, 86 y 109 vs 70 um/s), VCL (132, 138
y 187 vs 116 um/s) y VSL (70, 75y 89 vs 59 um/s). La precision de los reportes de CASA
fueron concluyentes, recomendar el no uso del material seminal del cuarto toro en un

programa de inseminacion comercial.

Los parametros de movilidad espermética pueden ser afectados por el método de
conservacion. Sohail et al. (2012) en bafalos y Sundararaman et al. (2012) en bovinos
demostraron que las caracteristicas de movimiento esperméatico son diferentes
estadisticamente (p<0.01) en semen fresco y refrigerado versus congelado, en casi todas sus

caracteristicas de movimiento (ver Figura 3).

Post descongelado  m Pre-congelacion  ml Fresco diluido

63
Motilidad espermatica total (%) | nEmERERTEEETE 89 _4
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Figura 3. Caracteristicas de movimiento espermatico de semen fresco diluido, previo a la
congelacién y semen post descongelado después de su congelacion en nitrégeno liquido.

(Sundararaman et al., 2012).
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2.4.Produccién de embriones in vitro en bovinos

Las técnicas de fecundacion in vitro consisten, basicamente, en la exposicion de ovocitos
maduros a espermatozoides capacitados, de tal manera que se produzca la fecundacién fuera
del oviducto materno. EI mayor éxito del procedimiento de fecundacion in vitro (IVF) se
demuestra al producir individuos vivos, utilizando tanto ovocitos madurados in vivo o in
vitro, aunque la eficiencia de estos procesos de IVF disminuye respecto a la fecundacion
natural, de igual modo que cuando se utilizan ovocitos madurados in vivo frente a los

madurados in vitro (Lorenzo et al., 1994).

2.4.1. Potencialidad de aplicacién

La aplicacion de los procedimientos de produccion in vitro (IVP) en la reproduccion bovina
se han incrementado en los ultimos afios y en un futuro pueden llegar a ser utilizados en
programas de gran escala de produccion comercial de embriones in vitro. Dentro de éste
concepto, la recuperacién de ovocitos es un paso necesario para poder llegar a establecer

estos programas de IVP.

Embriones de valor comercial o de alto valor genético pueden ser obtenidos de animales
recién sacrificados o de animales genéticamente valiosos. Para poder llegar a obtener los
embriones in vitro, se hace necesario recuperar los ovocitos y finalizar 3 procesos bioldgicos:
maduracion y fecundacidon de los ovocitos y los cigotos resultantes cultivados hasta el estado

de blastocisto en donde pueden ser congelados o transferidos a receptoras sincronizadas.

Los ovarios contienen un elevado nimero de foliculos que se encuentran en diferentes
estados de desarrollo (primordiales, en crecimiento, atrésicos) de los cuales, solamente una
pequefia proporcidn va a ser utilizada durante la vida reproductiva del animal. La recoleccion
de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovulatorios, que bajo condiciones
fisioldgicas se tornarian en foliculos atrésicos, con el fin de aprovechar el maximo potencial

genético de una donadora por procedimientos in vitro (Gordon and Lu, 1990).
La produccion de embriones se pude realizar mediante superovulacion y fertilizacién in vivo

(MOET), y con los sistemas in vitro que incluyen la fertlilizacion in vitro (FIV) vy la

transferencia nuclear o clonacion (Munar et al, 2012)
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a) Mejoramiento genético. La tasa anual de ganancia genética se determina por el efecto de

los siguientes factores (Lohuis, 1995):

o La intensidad de seleccion, el cual depende de la proporcién de la poblacién que es
seleccionado como padres de la siguiente generacion. Una pequefia proporcion de los

mejores animales, no dara una alta intensidad de seleccion.

o La exactitud de seleccidn, el cual depende de los métodos usados para identificar los
animales superiores y mide el grado de coincidencia entre nuestra estimacion del indice
de valor genético de una animal y la actual habilidad genética de la caracteristica en

cuestion.

« La heredabilidad de la caracteristica, la cual es la proporcion de la variabilidad total de
la produccion observada entre individuos que es debido a efecto de genes aditivos, por
lo tanto puede ser transmisible de una generacion a otra. Una alta variabilidad, facilita
el progreso genético. La heredabilidad es practicamente una medida de la variabilidad

genética.

« El intervalo entre generaciones, el cual se define como la media de edad de los padres
cuando la cria nace. A mayor edad de los padres el progreso genético es menor.

La influencia de estos factores en ganancia genética por afio se combina en la siguiente

ecuacion (Lohuis, 1995):

Ganancia Genética/afio = Intensidad de selec. X exactitud selecc. X variabilidad genética (h?)

Intervalo entre generaciones

El tipo de tecnologia reproductiva que nosotros escojamos para multiplicar los individuos
seleccionados en la poblacion, podria afectar los factores que influencian la ganancia
genética y determinar la tasa a la cual nosotros queremos incrementar la frecuencia de los

genes deseables en la poblacién (Lohuis, 1995).

El uso de inseminacion artificial (IA) con semen de toros con prueba de progenie resulta en
una ganancia genética promedio en produccion de leche de 1,0 — 1,5% sobre el promedio

por afio. En una simulacion computarizada, predice una tasa de ganancia genetica de 8-9,5%
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mas alta que un programa de prueba de progenie, cuando la mdltiple ovulacion y
transferencia de embriones (MOET) se incluye en un programa de prueba de progenie. El
incremento de ganancia genética por afio es aun mas alta (22% mas alta que la ganancia
genética con actual prueba de progenie) cuando se produce embriones in vitro de donadoras

jovenes (terneras de 1 a 5 meses de edad) (Lohuis, 1995).

b) Eficiencia reproductiva. La produccion de embriones por MOET implica:

eLa necesidad de tratamiento hormonal de las donadoras, para estimular
simultaneamente el desarrollo y maduracion de varios foliculos y la induccion de

maultiple ovulacion.

o La necesidad de realizar multiples inseminaciones (> 2) de la donadora durante el celo

inducido para asegurar la fecundacion de todos los ovocitos ovulados.
« La necesidad de sincronizar el estro entre la donadora y la receptora.

« La coleccidn (lavado) de embriones del utero de la vaca donadora, se realiza alrededor

de 7 dias post inseminacion.

En promedio, con MOET se puede producir 5 a 6 embriones por lavado y 5 a 7 lavados por
afio (si la donadora solo se usa para producir embriones) y con una tasa de prefiez promedio
de 58- 60%. Esto da un promedio de 20 a 24 crias producidas por donadora/afio (Lohuis,
1995).

Segun Anchordoquy, et al (2013), afirma que la produccion de embriones por el sistema
FIV, es una alternativa para la multiplicacién de donanates problema. De todas las donantes
tratadas se obtuvieron embriones, siendo el promedio 10,6+£10,7 embriones por donante en
un periodo de tiempo de 2,8+1,9 meses de trabajo, cantidad comparable con la produccion

de embriones con el sistema MOET en vacas normales.

Las ventajas de la tecnologia in vitro sobre el sistema MOET incluye:
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« No necesita tratamiento hormonal de donadoras sexualmente maduras. Los ovocitos son
recuperados directamente de los ovarios donde los foliculos son desarrollados
constantemente de primordiales a estados maduros, el cual se describe como ondas

foliculares (Driancourt et al., 1991).

« La frecuencia de recuperacion de ovocitos 6 OPU puede ser aproximadamente 2 veces
por semana sin tratamiento hormonal, si se realiza tratamiento superestimulante la
frecuencia de coleccion se reduce a una vez por semana. Los tratamientos hormonales
son requeridos trabajamos con donadoras jovenes pre and peri puberales (Presicce et al.,
1993).

« Los ovocitos pueden ser recuperados de ovarios de matadero, esto da la posibilidad de
rescatar material genético de alto valor de animales que tienen que ser beneficiados.
Esto abre la posibilidad de producir embriones de razas de carne o de cruces especiales
determinados por el mercado, utilizando ovarios de matadero en gran escala y a costos

relativamente bajos (Penny et al., 1995).

« Animales de alto valor y que son infértiles (que no sean razones genéticas), pueden ser
rescatadas para la produccion de embriones. Varios problemas de fertilidad son
relacionados con fallas en la ovulacién, dafio en el Gtero y oviducto, vejez, etc. Estos
problemas pueden ser superados usando la tecnologia de produccién de embriones in
vitro (Hasler et al., 1995).

« OPU es posible realizar en animales gestante, después del primer trimestre de gestacion,

lo cual incrementa la recuperacién de ovocitos.

« El semen puede ser usado mas eficientemente. En MOET normalmente se usa dos 0 mas
dosis de semen (cada una contiene 2 a 10 millones de espermatozoides) con un
requerimiento por fecundacion en promedio de seis ovocitos (0.3-1.5 millones de
esperma por ovocito). Para fecundacién in vitro (IVF) se usa una tasa de 6 a 10,000

espermatozoides por ovocito (Gordon, 1994).
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La eficiencia de la produccion de embriones in vitro en términos de crias obtenidas varia
grandemente de acuerdo a varios factores: edad, tipo de donadora, método de recuperacion
de ovocitos, frecuencia de OPU, condicion corporal y estatus nutricional de la donadora,
estado fisiologico de la donadora, raza, habilidad de la fecundacion de los espermatozoides

del toro, el método de produccion in vitro aplicado, etc.

De esta manera IVP puede producir mas crias por donadora/afio. Asumiendo la capacidad
promedio de 0,8 crias/ semana Yy un total de 42 crias / afio, versus 20 a 24 crias obtenidas
por MOET. Yang (2003) afirma que via OPU, potencialmente una donadora valiosa (vaca)
podria producir 15 a 20 ovocitos por semana (2 veces por semana de 7 a 10 ovocitos por
coleccidn) o cerca de 700 a 1000 ovocitos por donadora/afio. Asumiendo un 30% de tasa de
blastocistos y 40% de tasa de prefiez, una vaca puede potencialmente dar 200 a 300

blastocistos u 80 a 120 prefieces por afio.

Muchos trabajos de investigacion muestran resultados de produccion de embriones in vitro

y tasa de prefiez con el uso de semen convencional y sexado (ver tabla 1).

Tabla 1: Tasa de blastocistos y tasa de prefiez, producidos en la produccion de embriones
in vitro con el uso de semen preseleccionado “x” y convencional en Holstein

Referencia Obtencion | Tipo de Ovocitos Tasa de Blastocistos, | Prefiez | Hembra
de ovocitos | semen (n) divisién. % % (dia, 7) en nacidas
vacas %
Hasler, 2000 Matadero | Convenc. 4606 67.4 26.0 54% --
Cong
Raymussen, 2011 OPU Convenc. 1785 68.0 23.0 22% 50
Cong
Sebrian-Serrano OPU Convenc. 110 69.0 21.8
etal., 2013 Cong
Morotti et al., OPU Convenc. 9438 -- 29.0 41% 48
2014 Cong
Blondin et al., OPU Convenc. 1773 68.2 22.2
2009 Cong
Raymussen, 2011 OPU Sex "X" 3485 67.0 23.0 10% 89
Cong
Sebrian-Serrano OPU Sex "X" 103 52.4 155
etal., 2013 Cong
Wilson et al., Matadero | Sex "X" 3524 -- 10.6 24% 93
2005 Cong
Blondin et al., OPU Sex "X" 487 81.2 12.9
2009 Cong
Morotti et al., OPU Sex "X" 880 - 41.0 46% 96
2014 Cong
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2.4.3 Etapas de la fecundacion in vitro
a) Maduracion in vitro

La maduracion del ovocito in vitro que incluye la maduracion nuclear y citoplasmatica fue
reportada en 1965 en diferentes especies (Del Campo, 1993). La meiosis permanece detenida
en los ovocitos que se encuentran en los foliculos hasta que estos son expuestos a
gonadotrofinas que permiten su continuacion. La meiosis in vivo es detenida por sustancias
foliculares que aun no estan bien definidas. Sin embargo, los ovocitos que son removidos
desde los foliculos, comienzan la meiosis espontdneamente. En el proceso de maduracion in
vivo de los ovocitos, intervienen la hormona foliculo estimulante (FSH) en el crecimiento
folicular, la hormona luteinizante (LH), que induce la maduracion final y la ovulacion del
ovocito seleccionado (Del Campo, 1993). Para conseguir la maduracion in vitro de los
ovocitos, estos se obtienen mediante la aspiracion de los foliculos antrales ovéricos, ya sea
in vivo o después de obtener los ovarios tras la muerte de un animal. Despueés de aspirar el
contenido folicular, los ovocitos recuperados se seleccionan en base a criterios de integridad
de citoplasma y del cumulo celular que les rodea para pasar a cultivo de maduracion (Hafez,
2000).

El tiempo del cultivo requerido para la maduracion in vitro de los ovocitos hasta alcanzar el
estadio de metafase Il en bovinos, es variable y segun los diferentes autores este tiempo
puede oscilar entre 20 y 28 horas (Xu et al., 1986; Fukui, 1990). No obstante, existen claras
evidencias de que los ovocitos madurados in vivo tienen una competencia para el desarrollo
notablemente superior a los madurados in vitro (Dieleman et al, 2002). Sin embargo, cuando
el sistema empleado tiene pequefias imperfecciones sus efectos no se manifiestan hasta la
segmentacion o la formacidn de blastocistos y en muchos casos no se observan hasta después
de la implantacién. Se ha comprobado recientemente que el cultivo de los gametos y de los
embriones en condiciones inapropiadas induce cambios epigenéticos en el genoma
embrionario (Niemann y Wrenzycki, 2000) y en la expresion génica (Rinaudo y Schultz
2004).

b) Fecundacion in vitro

Finalizado el periodo de maduracion in vitro, los ovocitos madurados se encuentran aptos
para ser fecundados in vitro. Tanto para condicion in vivo como in vitro, previo a la

fecundacion de los ovocitos, los espermatozoides debe estar capacitado y activado. La
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capacitacion y activacion del espermatozoide, posibilitard a este progresar a través de las
células del cimulus y penetrar la zona pelGcida (Yanagimachi, 1981). En mayor medida, el
semen de toro utilizado para la fecundacién in vitro procede de semen congelado. La
preparacion del semen congelado, incluye el lavado de las células espermaéticas de los
componentes del diluyente y crioprotectores, la separacion de los espermatozoides motiles
de los no motiles y la capacitacion espermaética (Avery y Greve, 1995). Al menos cinco
metodologias han sido descritas para la separacion de los componentes del diluyente seminal
de las células espermaticas y su seleccion. Estas son: lavado por centrifugacion, swim-up,
gradiente de percoll, filtracién en columna con lana de vidrio y migracion-sedimentacion
(Risopatrén et al., 1996). La centrifugacion excesiva del semen congelado provoca

alteraciones en la membrana plasmatica (Rodriguez-Martinez et al., 1997).

La capacitacion espermatica involucra cambios bioquimicos en las membranas del
espermatozoide, lo que permite la reaccién acrosomica. Para la capacitacion de
espermatozoides, se emplean componentes como la heparina (Whitfield y Parkinson, 1995).
Una vez que los espermatozoides han sido lavados, seleccionados y capacitados, se realiza

el co-cultivo de estos con los ovocitos madurados in vitro.

La relacion ovocito/espermatozoides es importante durante la fecundacion in vitro. De este
modo, ha podido establecerse que si el nimero de células espermaéticas es demasiado baja
en relacion con el nimero de ovocitos, obtendremos pobres resultados de fecundacion. Si
por el contrario, el nmero de células espermaticas es demasiado alto se producen fenémenos
de polispermia (Saeki et al., 1995). Independientemente del medio de fecundacion utilizado,
la mayor parte de los protocolos de fecundacion in vitro, utilizan entre 0.5 y 1.5 x 10° células
espermaticas/ml y el co-cultivo con los ovocitos madurados in vitro, se lleva a cabo en

microgotas de 50 ul, que contienen entre 5 y 40 ovocitos (Xu et al., 1987; Saeki et al., 1995).

En general, se considera fecundado a aquel ovocito que ha emitido el segundo corpusculo
polar y se visualizan los prontcleos masculino y femenino y la cola espermatica (Del Campo,
1993). Sin embargo, no siempre es posible la visualizacion de todas las estructuras y se
propone la formacion de las primeras blastdmeras como criterio (Fukui, 1990).

21



C) Cultivo in vitro

En la actualidad existen tres sistemas para el cultivo de los cigotos bovinos y su posterior
desarrollo in vitro hasta el estadio de Blastocisto. El sistema de co-cultivo, el cultivo en
medios definidos y el cultivo en medios condicionados (Hernandez-Ledezma et al., 1996).
El sistema de co-cultivo incrementa el porcentaje de cigotos que llegan al estadio de
blastocisto, en comparacion a la utilizacion de medios de cultivo solamente. Este sistema,
utiliza diferentes tipos celulares para co-cultivar con los cigotos. Estos tipos celulares
aportan a los cigotos bovinos, los elementos necesarios para el desarrollo in vitro y la

superacion del estado de bloqueo 8-16 células (Abe y Hoshi, 1997).

El diéxido de carbono es un insumo muy necesario para la eficiente produccion de embriones
in vitro, el rol que juega en este procedimiento es fundamental para diversos ciclos
bioquimicos, siendo el mas importante las reacciones del ciclo de Krebs. También cumple
la funcion taponadora en el medio determinado por el CO- disuelto, el pH y la cantidad de
iones HCO3". De modo que para establecer un pH determinado se debe tener en cuenta
especialmente los niveles de bicarbonato sddico y la tensién de CO,. Cada medio tiene una
concentracion recomendada de bicarbonato y tensién de CO; para alcanzar el pH correcto.
Sin embargo, se emplean otras sustancias buffers en la formulacion de muchos medios en la

actualidad, lo que permite una estabilidad superior del pH en el medio (Good, 1996).

El buffer usual pata el cultivo de embriones es el sistema HCO3/CO; (25 mM) para una
atmosfera de 5% CO: y 5% O en N». El sistema HCO3 /CO> cumple también una funcion
importante en el metabolismo de un carbono y en la formacion de substratos intermediarios
del ciclo de Krebs. El pH éptimo varia entre 7,3 y 7,4. El sistema HCO3/CO, cumple también
una funcion importante en el metabolismo de un carbono y en la formacién como
intermediario del ciclo de Krebs. EI CO- tiene ademas un efecto beneficioso porque acidifica

el ambiente celular (Bavister, 1995).

La importancia del pH intracelular fue claramente presentada (Busa y Nuccitelli, 1984;
Bavister, 2000) el mantenimiento del pH, es de importancia para el desarrollo embrionario,
porque su alteracion distorsiona los mecanismos regulatorios del gradiente de H+, la
distribucion de las mitocondrias y su funcion. El metabolismo oxidativo se distorsiona y con

él el desarrollo embrionario, particularmente a partir del estadio de mérula, cuando la
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funcion oxidativa es de mayor importancia (Barnett y Bavister, 1996). El cultivo de
embriones en estadio temprano de desarrollo de cigoto a blastocisto es muy sensitivo a la
tension de CO2 y 02 y el medio en el cual se cultiva. La adicion de suero fetal bovino
estimula el desarrollo temprano a blastocisto y su calidad (basado en el nimero de células 6

blastomeras).

2.5.  Prediccion de la fertilidad potencial del toro

Estudios de evaluacion seminal con la fertilidad en toros son muy variables (Zhang et al.,
1997; Januskauskas et al., 1999). Sin embargo, se ha argumentado que los datos obtenidos
in vitro podria conducir a célculos del valor predictivo de la fertilidad, en comparacion con
las tasas de fecundidad obtenidas a traves de la 1A, se puede considerar predictivo (Amann
y Gill, 2000; Rodriguez-Martinez, 2002).

2.5.1. Pruebas de laboratorio

La importancia de conocer la potencialidad fecundante del semen de los machos
seleccionados para inseminacion artificial (1A), radica en el uso a gran escala de esta
biotecnologia reproductiva, para producir individuos de las siguientes generaciones. Una
prueba de fertilidad in vivo por medio de IA es muy laborioso y costoso (Larsson y
Rodriguez-Martinez, 2000). Por lo que, predecir esta fertilidad mediante pruebas de

laboratorio, es importante biol6gica y econémicamente.

Las técnicas de laboratorio méas confiable para predecir la fertilidad potencial del semen es
utilizando una combinacién de pruebas, valorando diferentes atributos del espermatozoide.
La integridad de la membrana espermatica y su correcto funcionamiento es esencial para el
metabolismo, capacitacion, unién al ovocito y reaccidn acrosémica del espermatozoide, por
lo tanto analizar esta caracteristica puede ser Gtil para predecir la habilidad fecundante del
semen (Brito et al., 2003). La integridad de la membrana plasmatica refleja la viabilidad
espermatica y la criopreservacion dafia esta membrana (Correa et al., 1996), los dafios
incluyen hinchazon vy alteracion de la membrana plasmatica y acrosoma, cambios en la
flexibilidad de la membrana (Correa y Zavos, 1994) alteracion en la entrada de calcio (Collin
et al., 2000) y cambios en la actividad enzimatica (Jeyendran et al., 1984; Hammerstedt et
al., 1990).
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La evaluacion subjetiva de motilidad espermatica de semen congelado, es un parametro
simple comUnmente usado para determinar la calidad de semen y tiene una correlacion muy
variable con la fertilidad (Tartaglione y Ritta, 2004). Las tincion vital tales como
eosina/nigrosina (EN) y trypan-blue (TB) han sido utilizados por décadas para evaluar
integridad de membrana (Mayer et al., 1951; Swanson y Bearden, 1951; Brito et al., 2003).
La prueba de enddsmosis (hypoosmotic swelling test, HOST) ha sido exitosamente
relacionado con la fertilidad in vivo (Gadea et al., 1998; Perez-Llano et al., 2001) e in vitro
(Gadea y Matas, 2000). Su uso se ha extendido para evaluar la funcionalidad espermatica
durante almacenamiento in vitro (Zou y Yang, 2000) y después de procedimientos de
capacitacion (Lechniak et al., 2002). De esta forma, el HOST es un método simple, facil de
ejecutar, de bajo costo y buena repetibilidad (Gadea, 2005). En resumen, la tincién vital es
utilizada para evaluar si la membrana plasmatica esta fisicamente dafiada, el HOST es

utilizado para evaluar la actividad bioquimica de la membrana (Jeyendran et al., 1984).

Otro factor que tiene que considerarse en la evaluacion in vitro es la variacion entre
eyaculados. Hay diferencias tanto in vivo como in vitro entre eyaculados colectados dentro
de un lapso de tiempo del mismo toro, por lo tanto, una muestra de eyaculaciones distintas
tiene que ser probado y analizados por toro (Zhang et al., 1997).

Resultados de fertilidad obtenidos de una muestra de semen son, estrictamente aplicables
solo a la muestra analizada. En vista de la variacion inherente entre los eyaculados y la
tendencia de la fertilidad del macho a variar con el tiempo, parece poco probable que la
fertilidad del macho se podria predecir con precisién utilizando esporadicamente en pruebas
invitro. Los diferentes ensayos basados en las técnicas de FIV parecen representar métodos
capaces de probar la capacidad de fecundacion de los espermatozoides. Usado solos o en
combinacién con otras pruebas, que permitan la evaluacién de los donantes potenciales de
semen (Larsson y Rodriguez-Martinez, 2000). La fecundacién in vitro (IVF) puede ser un
método factible para predecir confiablemente la fertilidad del semen congelado (O Meara et
al., 2005).
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2.5.2. Pruebas de campo

En todo el mundo, los productores de ganado estan interesados en la identificacion de los
toros mas fértiles, ya sea para su uso en IA o servicio natural, lamentablemente no se ha

logrado con mucha eficiencia (Dalton, 2011)

La evaluacion de la fertilidad del toro se ha centrado en la cantidad y calidad del semen
depositado a la hembra. Salisbury y Vandemark (1961) sugirio por primera vez la relacion
entre la cantidad y calidad del semen, donde propusieron que el incremento del numero de
espermatozoides viables en el momento de la IA, encontraremos un aumento de la fertilidad.
Posteriormente este proposito ha sido alcanzado, Sin embargo la poblacidon de hembras se
convierten en un factor limitante y los aumentos en el nimero de espermatozoides no dan
lugar al incremento de la fertilidad. Sullivan y Elliot (1968) informaron el nimero minimo
de espermatozoides mdviles requerido para la maxima fertilidad diferian entre los toros.
Mientras que den Daas et al. (1998) reportaron que se incrementaron el numero de
espermatozoides por dosis y se determind que los toros difieren en su tasa de retencion

maxima.

Pace et al. (1981) reportaron que los aumentos de la fertilidad se obtendran con un
incremento del nimero de espermatozoides estructuralmente intactos y moviles. Sullivan y
Elliot (1968) también determinaron que los toros de baja fertilidad requieren mayor cantidad

de semen al momento de inseminar con el fin de alcanzar la maxima fertilidad.

La fertilidad se debe registrar con gran precision y exactitud con el fin de establecer
relaciones confiables a los resultados de las pruebas in vitro. El sistema cominmente méas
utilizado para determinar la fertilidad son las denominadas tasa de no retorno al servicio,
debido a su practicidad, en comparacion con el diagnostico de gestacion por palpacion
transrectal y las evaluaciones de ultrasonido o la evaluacion de los partos. La tasa de
concepcién de las vacas en lactacion es aproximadamente del 30%, frente al 60% que
presentan las vaquillas, cuando se inseminan después de la deteccion del estro (Rycroft.,
1992).

Actualmente existen muchos reportes que indica que el toro afecta la fertilidad en ganado

lechero y sus valores fenotipicos (inseminaciones) y genéticos (PTA) lo demuestran. En abril
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de 2014, el Laboratorio del Programa de Mejoramiento de USDA (Animal Improvement
Programs Laboratory-AlIPL) reporté la evaluacion de servicios de 1,531 toros Holstein de
centrales de inseminacion, los cuales tenian SCR (tasa de concepcion de toros) promedio de
+0.42, sin embargo, el limite maximo fue +14.2 correspondiendo al toro 099HO06145 en
4,442 inseminaciones y minimo (-10.4) corresponde al toro 054HO0588 en 1,188
inseminaciones. En cuanto a valores de habilidad genética transmisible de fertilidad
correspondiente a tasa de prefiez de hijas (PTA-DPR) para abril de 2014, el promedio fue
+1.03 para 1,276 toros Holstein evaluados, siendo el limite maximo de +4.1 (506H0O0024)
y el minimo -1.9 (29HO1406) (AIPL, 2014). Estos datos soportan que el factor toro uno de
los mas importantes a tener en cuenta al momento de elegir el toro para mantener una

adecuada fertilidad en el hato.

Tabla 2: Tasa de concepcion de toro (SCR) para toros Holstein, agosto de 2014 (Animal
Improvement Programs Laboratory-AlIPL, agosto de 2014)

Mejores, 10 toros mas feértiles

Ranking Code Nombre Registro SCR | Exact | Inseminad
1 099HO0614 | BARRY HOUSA000137205947 14.2 . 94 as4442
2 099H500766 AXFORD HOUSA000141465409 10.0 58 358
3 099HOOO7O7 JEHOSAPHAT HOUSA000066424338 8.8 85 1444
4 566H000119 APPLE JACK RED HOUSA000139330256 6.6 69 571
5 001H(231066 UNIQUE HOUSA000069716820 5.7 96 6301
6 001H001100 JAGGER-P *B/R HOUSAQ000071726542 5.1 78 948
7 007H(1:)1211 DECEIVER HO840003009533335 51 82 1192
8 007H501216 MONTROSS HOUSAQ000071703339 5.1 83 1300
9 200H500273 SHOWDOWN *RC | HO840003004385540 4.8 96 5809
10 OOlH:?1024 GILDRI HOUSA000066757464 4.6 87 1708
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Los 10 toros menos fértiles

Ranking Code Nombre Registro SCR | Exact. Inseminadas
1 054H000588 | GILBY HOUSA000069833043 | -10.4 82 1188
2 200HO06547 | GOLDDUST HOUSA000071181673 9.2 83 1246
3 200HO06572 | CHAPLIN HOCAN000107684735 -8.8 82 1153
4 200HO02930 | ROCKYMAN HOCAN000011565284 -7.3 81 1095
5 200HO03935 | THORLEY HOUSA000071703259 -7.2 80 1035
6 091HO04641 | FUSION HOUSAQ000069313715 -6.5 65 490
7 200HO03934 | TEACHER HOUSA000071703257 -6.4 82 1225
8 200HO03818 | APOLLO HOCANO000011183706 -6.3 74 738
9 007HO12103 | CLARENCE HOUSA000071259528 -5.7 83 1232

10 007HO11480 | CLASSIC-RED HOUSA000068991094 -5.6 84 1322
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar

La presente investigacion fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
“Carlos Rodriguez Villegas” del Departamento de Produccion Animal, Facultad de
Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, ubicado en el distrito de la Molina,

Lima, Peru

3.2.  Produccion de embriones in vitro en bovinos

El procedimiento de produccién de embriones in vitro fue comprobado con equipamiento y
protocolos puestos entre los meses de mayo a agosto de 2013, en base a una visita de
entrenamiento con personal técnico de la compafiia Vitrogen®, Brasil. Los medios
comerciales son previamente testeados en su laboratorio central Cravinhos, Sao Paulo,
Brasil, y enviados a los distintos laboratorios de fecundacion in vitro que trabajan en

integracion horizontal en Brasil, Colombia, Bolivia, Per(, Espafia, USA, Sudéafrica y otros.

Semen congelado
(n=27)
e wm wm wm ler Analisis CASA. ’ ANTES
Post descongelacion —
Recuperaciony o
maduracién de Fecundacién = 2do Analisis CASA  DESPUES
COCs Ovarios de in vitro Post selec. y capacit.
camal (22 a 24h) 18h
(n=1608)
v
Cultivoin vitro
(dias, 7) mm Tasa de blastocistos
(512/1608) Dia 7 postinseminacién

Figura 4. Protocolo estandarizado de analisis con el CASA 'y produccién de embriones In

Vitro (Fuente: Elaboracion Propia).
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3.2.1. Recuperacion de complejo camulus ovocito (COCs)

Los ovarios colectados de hembras beneficiadas, fueron transportados en termos que
contenian solucién fisiologica a temperatura de 35°C hacia el laboratorio.

El tiempo transcurrido entre el beneficio de los animales y la llegada al laboratorio fue
siempre inferior a 3 horas. Una vez en el laboratorio los ovarios fueron lavados 2 a 3 veces
con solucion fisiologica de 0,9% de NaCl a 35 °C y conservados en la misma solucién. Los
COCs fueron aspirados de los foliculos de tamafio entre 3 a 8 mm con aguja 18G de 1 ¥

pulgadas (Ver figura 5).

Figura 5. Ovario de matadero sujetado en mano izquierda y con la mano derecha se guia la

jeringa y aguja para la aspiracién de los foliculos visibles

El contenido folicular fue colectado en un tubo cénico de 50 ml (Falcon ®), conteniendo
medio a base de Dullbecco’s PBS suplementado con 1% de suero fetal bovino y 80ug/ml de
gentamicina, el cual se dejé decantar por 5 minutos para favorecer la sedimentacion del
material sélido (células del complejo cimulus ovocitos). manteniendo en agua de bafio maria
a 37 °C. Luego con pipeta Pasteur se aspiro el fondo del tubo colocando el material en placas
Petri de 90 x 15mm, previamente cuadriculada la base para facilitar la basqueda y diluida

con medio PBS suplementado con 1% de suero fetal bovino y 80ug/ml de gentamicina.
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Los COCs fueron visualizados bajo un microscopio estereoscopio entre 20 a 40X,
inmediatamente transferidos a una placa de 35x 10 mm (Falcon ®) (ver figura 7) conteniendo
medio H-199® (Vitrogen, Brasil), para ser clasificados bajo un aumento de 40X. Los COCs
fueron evaluados por su morfologia y clasificados dentro de 4 categorias (De Loos et al.,
1989 y Sato et al., 1990): (1) completamente rodeados por >3 capas células del cimulus con
citoplasma homogéneo, (2) ovocitos parcialmente por células del cimulus y citoplasma
irregular, (3) ovocitos denudados y (4) ovocitos rodeado por fibrina, con aspecto de tela de

arafia. Los COCs se clasificaron como viables (calidad A y B) y no viables (calidad C y D)

(Ver figura 6), para los procesos de maduracion y fecundacion in vitro.

Figura 7. Busqueda y lavados de COCs previo la colocacion en medio de maduracion
(MIV)
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3.2.2. Maduracion in vitro

Después de la recuperacion y clasificacion, los COCs de calidad A y B (viables) fueron
lavados tres veces en medio transporte H-199® y tres veces en medio de maduracion MIV®
(Vitrogen, Brasil). Se colocaron 8 a 10 COCs por microgota de medio MIV®, que
previamente fue equilibrada como minimo por 2 horas en condiciones de 5% CO- en aire,
38,5 °C y humedad sobre 90%.

La maduracién de los ovocitos se realizé en microgotas de 70 pl de medio de maduracién
MIV® cubierta con aceite mineral estabilizada (Sigma M3516) en placas de cultivo de
35x10 mm (Falcon®) y finalmente se llevo a la incubadora a 5% CO: en aire, 38,5 °C y
humedad sobre 90% por 22 a 24 horas.

Figura 8. COCs con células del camulus expandido, indicador de la maduracién del ovocito
(22 a 24 horas)

3.2.3. Fecundacién in vitro

Después de las 22 a 24 horas de maduracién (Ver figura 8), los ovocitos fueron retirados del
medio de maduracion y lavados tres veces en medio de fecundacion FIV® (Vitrogen, Brasil)
y seguidamente fueron colocados en grupos de 8 a 10 en microgotas de 70 pl de medio de
fecundacién FIV® en placas petri (Falcon®) de 35x10 mm, cubiertos con aceite mineral,
previamente incubados a 38.5°C y 5% CO2 por 2 horas, posteriormente se adicioné 4 a 5 pl

de suspension de espermatozoide seleccionados y capacitados en medio FIV®.
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Para la preparacion de la capacitacion de los espermatozoides se realizé utilizando una pajilla
de 0,5 ml de semen congelado de toros provenientes del Banco Nacional de Semen de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, se descongelo en agua en bafio Maria a 37 °C por
30 segundos. Para seleccionar y capacitar los espermatozoides se utilizé el método de
Percoll 90/45, en un microtubo de 1,5ml de coloc6 500 pl de percoll 45 (Vitrogen, Brasil)
en el gradiente superior (rosado), 500 pl de percoll 90 (Vitrogen, Brasil) en el gradiente
inferior (transparente) y en la parte superior 200 ul de semen (Ver figura 9), se llevd a la
primera centrifugacion a 3000 RPM por 15 minutos. Posteriormente, se elimino el
sobrenadante, al pellet se le adiciono 500 pl de medio de fecundacion FIV® (Vitrogen,
Brasil) y nuevamente se llevd a centrifugar a 3000 RPM por 5 minutos. Seguidamente el
pellet (porcion rica en espermatozoides) se procedio a analizar la cantidad y calidad de los
espermatozoides con el sistema computarizado de andlisis de semen (CASA), para
estandarizar a una concentracion final de 20 x 10° espermatozoides motiles por ml, siendo
la dosis espermaética por ovocito de 8 a 10,000, sembrada en 4 a 5ul a los microgotas de
fecundacién que poseen 8 a 10 ovocitos maduros, donde se llevo a la incubadora a 5% COz

en aire 38,5 °C y humedad sobre 90% por 18 horas.

@:_J |
semen muerto
Semen Resto Celular {
Percoll diluido é—— Diluidor J
Percoll 90% €&—— \. o e
(Semen Vivo)
(A) 1 (B) /

Figura 9. A) Preparacion de la fase de Percoll 45/90, para la seleccion y capacitacion
espermatica, B) Ubicacion de espermatozoides en el fondo del microtubo conico post

centrifugacion en fase de percoll.
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3.2.4. Cultivo in vitro

Aproximadamente 18 horas post inseminacion, se denudaron los ovocitos casi
completamente por pipeteo en las mismas gotas de medio de fecundacion y se lavaron tres
veces en medio de cultivo CIV® (Vitrogen, Brasil) antes de transferirlos a mircogotas de
medio de cultivo CIV de 70 ul (8 a 10 ovocitos), cubiertas de aceite mineral. Las placas de
cultivo 35x10mm (Falcon®) fueron incubadas a 38,5°C, 5% CO2, y 90% de humedad (Ver
figura 10). A las 48 horas del cultivo se realizo la primera renovacion del 50% de medio de
cultivo CIV® y la evaluacion de division embrionaria, asi mismo se retird el restante de las
células del camulus. El dia 4 del cultivo se realizé la segunda renovacion del 50% de medio
de cultivo CIV®. Posteriormente para el dia 6 de cultivo (dia 7, de fecundacion) se
obtuvieron los embriones en el estado de blastocisto y/o blastocisto expandido (Ver figura
11).

Figura 10. Placas de 35x15mm, gotas de maduracién con MIV (izquierda) y gotas de

cultivo con CIV (derecha), cultivando COCs y embriones, respectivamente
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Figura 11. Grupo de blastocistos de bovino (dia 7 post fecundacion in vitro) clasificados en

calidad 1y Il

3.3.  Analisis computarizado de semen (CASA)

La motilidad se valoré de forma objetiva empleando el equipo de analisis de imagen
Integrated Semen Analysis System Sperm (ISAS®, Proiser, Valencia, Espafia). Este equipo
consta de un microscopio trinocular (UB203i, Proiser, Espafia) equipado con un objetivo de
10x y contraste de fase negativo y conectado a una videocamara (ISAS 782M, Proiser,
Espafia) que transmite las imagenes microscopicas hasta una tarjeta capturadora de video
ubicada en el interior de un PC, para posteriormente ser procesadas por el software del
maodulo de movimiento del ISAS. Antes de cada valoracion se ajustaron los parametros de
iluminacién y contraste con el fin de optimizar las capturas de las células espermaéticas (ver

figura 12,13), segin metodologia (Ortega-fergusola et al., 2009).
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Figura 12: Imagen de captura de las células esperméaticas (ANTES) con Integrated

Semen Analysis System Sperm (ISAS®, Proiser, Valencia, Espafia).

Figura 13: Imagen de captura de las células espermaticas (DESPUES) con Integrated
Semen Analysis System Sperm (ISAS®, Proiser, Valencia, Espaiia).
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Figura 14: Representacion gréfica de los parametros cinéticos obtenidos mediante el
sistema casa. VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad rectilinea; VAP: Velocidad

de la trayectoria media; ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza.

En cada analisis, se coloco 5 pl de muestra de semen post descongelado y post capacitado

en una camara Spermtrack® (Proiser, Espafia) atemperado a 37°C. A continuacién, al menos

cuatro campos microscopicos fueron capturados aleatoriamente en una misma muestra con
el fin de obtener un minimo de 200 espermatozoides analizados por muestra. Una vez
realizadas las capturas, las trayectorias espermaticas (ver figura 14). Los parametros

cinéticos calculados por ISAS®, CASA han sido descritos por varios autores (Alvarez-

Lledd, 2003; Mortimer, 1997):
Velocidad curvilinea del espermatozoide (VCL, um/s): Definida como la velocidad

[ ]
media medida punto a punto sobre el recorrido de la cabeza espermatica. Se refiere
a la distancia total que la cabeza del espermatozoide cubre en el periodo de

observacion y es siempre, el mayor de los tres parametros de velocidad.

Velocidad rectilinea del espermatozoide (VSL, um/s): velocidad media medida en
una linea recta desde el principio hasta el final de la trayectoria recorrida. Se

[ ]
determina como la distancia en linea recta entre el primero y el Gltimo punto de la

trayectoria y da el espacio recorrido en el periodo de observacion. Es siempre el

menor de los tres pardmetros de velocidad en cualquier espermatozoide.
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3.3.1.

Velocidad de la trayectoria media del espermatozoide (VAP, um/s): velocidad media
del recorrido del espermatozoide. Se determina como la distancia que el
espermatozoide ha seguido en su trayectoria durante el periodo de observacion. Este
es conceptualmente el valor de velocidad mas dificil de entender porque puede

parecer similar a la VSL.

indice de Linealidad del espermatozoide (LIN, %): estima la proximidad de las
trayectorias de las células espermaéticas a una linea recta. Se calcula como el cociente
entre la velocidad media medida en una linea recta (VSL) y la velocidad media
medida punto a punto a lo largo del recorrido (VCL) — (VSL/ VCL) x 100.

indice de rectitud del espermatozoide (STR, %): estima la proximidad del recorrido
seguido por las células espermaéticas a una linea recta y se calcula como cociente
entre la velocidad media medida en una linea recta desde el primer punto hasta el
altimo de la trayectoria recorrida (VSL) y la velocidad media del recorrido del
espermatozoide (VAP) — (VSL/ VAP) x 100.

indice de Oscilacion del espermatozoide (WOB, %): estima la relacion entre la
trayectoria recorrida por el espermatozoide y la oscilacion de la cabeza espermatica
y se calcula como cociente entre la velocidad media del recorrido del espermatozoide
(VAP) y la velocidad media medida punto a punto sobre el recorrido de la cabeza
espermatica (VCL) — (VAP / VCL) x 100.

Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH, pm/s):
es el desplazamiento medio efectuado por la cabeza del espermatozoide en su

trayectoria curvilinea de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.

Frecuencia de batido de la cabeza del espermatozoide (BCF, Hz): Frecuencia con la

cual la trayectoria curvilinea atraviesa la linea media en funcion del tiempo.

Analisis post descongelacion de semen (antes)

El semen congelado en pajillas de 0,5 ml conservado en nitrégeno liquido (- 196 C) fue

descongelado en bafio maria a 37 °C por 30 segundos. Inmediatamente después del proceso
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de descongelacion se procedié a colocar 5 ul de muestra de semen en una camara
Spermtrack® (Proiser, Espafia) atemperado a 37°C. Analizandose los pardmetros de
motilidad por el sistema computarizado de analisis de semen ISAS®, como velocidad
curvilinea (VCL), Velocidad media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), indice de linealidad
(LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) y Frecuencia de batida (BCF).

3.3.2. Analisis post seleccion y capacitacion in vitro (después)

El semen seleccionado y capacitado utilizando el método de Percoll 90/45 centrifugando la
muestra dos veces a 3000 RPM por 15 y 5 minutos y diluido con medio de fecundacion
FIV®, previo a la inseminacién a las microgotas de medio de fecundacion conteniendo
ovocitos maduros, se procedié a colocar 5 pl de muestra de semen en una camara
Spermtrack® (Proiser, Espafia) atemperado a 37°C. Analizandose los parametros de
motilidad por el sistema computarizado de andlisis de semen ISAS®, como velocidad
curvilinea (VCL), Velocidad media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), indice de linealidad
(LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) y Frecuencia de batida (BCF).

3.4. Analisis estadistico

a) Para caracterizar los parametros de motilidad como VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
WOB, ALH, BCF, de espermatozoides de bovinos post descongelado (ANTES) y
pos seleccionado y capacitados (DESPUES), para el procedimiento de fecundacion
in vitro se utilizé una estadistica descriptiva y un Disefio de Bloques completamente
al azar (Calzada, 1982), donde el modelo aditivo lineal es el siguiente:

Vij = 0+ t; + b + (t = b)y

y;j = Parametros de motilidad obtenidos del i-ésimo tratamiento y la j-ésima muestra
u = Media general

t; = Efecto del i — ésimo tratamiento (antes y después)

b; = Efecto de la j-ésima muestra (pajillas)

(t = b);;= Error experimental

38



Para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Duncan (P<0.05)

b) Para caracterizar los indicadores en la produccion de embriones por toro se utiliz6
un disefio completamente al azar (Calzada., 1982), y para la comparacion de medias
se utiliz6 una prueba de Duncan.

Vij = L+t +
yij = Variables obtenidas del i-ésimo tratamiento y la j-ésima muestra
u = Media general
t; = Efecto del i-esimo tratamiento (Toros)
e; = Error experimental
c) Paraevaluar el efecto de la motilidad espermatica (parametros VCL, VSL, VAP,
LIN, STR, WOB, ALH, BCF.) con la produccion de embriones in vitro, se utiliz6

una correlacion de Pearson. Siendo la formula es la siguiente:

_ Oxy E[[X - H.\')(Y - H}’)]
Pxy = = ;
Tx Oy Tx Ty

Donde:

o, : Es la covarianza de (Parametros de motilidad, Produccion de blastocistos)
o, . Es ladesviacion tipica de la variable X (Parametros de motilidad)

o, . Esladesviacion tipica de la variable Y (Produccion de blastocistos)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros de Motilidad espermatica

Nuestros resultados indican que los parametros de velocidad esperméatica como VCL, VSL
y VAP y los pardmetros de angularidad y oscilacion de la cabeza como LIN, STR y WOB
fueron superiores estadisticamente (P<0.05) en espermatozoides post seleccionados y

capacitados (despueés) versus los post descongelados (antes) como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3: Comparacion de parametros de movilidad espermatica antes y después de la

capacitacion espermatica.

PARAMETROS DE Unid. N° (post descongelacion) (post seleccidn)
MOTILIDAD ANTES DESPUES

Velocidad curvilinea (VCL) pum/s 27 80,97113,69b 94,63+19,18°
Velocidad rectilinea (VSL) um/s 27 27 98+6.13 b 40 57+11 212
Velocidad media (VAP) pum/s 27 44,82+7,22 b 58,11+11 962
Amplitud de desplazamiento Hm 27 384+ 0522 4.03+0652
lateral de la cabeza (ALH)

Frecuencia de batido de la Hz 27 82 +1262 8.01 +1.47 &
cabeza (BCF)

indice de rectitud (STR) % 27 62.17 + 7153- 68.88 + 842b
indice de oscilacion (WOB) % 27 | 5554+ 4092 61.45 + 4.79°

ab|_etras diferentes dentro de una misma fila muestran diferencias significativas
(P<0.05).

El movimiento espermatica fue definida por CASA (ISAS®, Proiser, Espafia) se demostrd
gue las muestras seleccionadas y capacitadas tenian mayores valores que las muestras
descongeladas en los parametros de velocidad VCL (94,63 versus 80,97 um/s), VSL (40,57
versus 27,98 um/s), VAP (58,11 versus 44,82 um/s), LIN (42.61 versus 34.74 %), STR
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(68.88 versus 62.17%), WOB (61.45 versus 55.54%) y todos estos parametros diferentes
estadisticamente (p<0.05), lo cual puede ser indicacion que los espermatozoides son los méas

habiles para realizar el viaje y producir la penetracion espermatica.

Samardzija et al. (2003) reportan que las muestras de semen congelado bovino seleccionadas
y capacitadas con percoll (90/45) y Bovipure ® (Nidacon, Suecia) incrementaron la
proporcion de motilidad progresiva en 14 y 16%, la reaccion osmotica (HOS) en 16 y 13%
y la proporcion de vivos (SYBR-14/PI) en 26 y 28%, respectivamente. Demostrando que
estos sistemas de seleccién mecéanica permiten reducir la poblacién de espermatozoides con
problemas de movimiento espermatico. Asimismo, Benon y Linet (2008) indican que este
aumento significativo en algunos parametros de movimiento ALH, VCL y VSL es debido
a la hiperactivacion espermatica, como producto de agentes capacitantes en el medio de

seleccion y capacitacion.

Esta diferencia de incremento en los pardmetros cinéticos, también ha sido observado por
Oliveiraet al. (2009) donde VCL incremento de 78.3 a 118.3 um/s; VSL incremento de 30,3
a 59.5 um/s, al ser seleccionado y capacitado con gradiente de percoll. Similar
comportamiento tienen los espermatozoides de semen sexado, aunque la poblacion de

selectos es muy reducida (Hollinshead et al., 2004).

En los altimos 20 afios, las técnicas CASA han permitido pasar de lo subjetivo a lo objetivo,
medir los pardmetros cinéticos con un margen de exactitud muy alto y asimismo,
encontraron que diversas especies tienen diferentes patrones de movimientos de movimiento
medio y maximos reportados. Holt et al. (2007) reporta para toros la velocidad curvilinea
(VSL) media es 81.4 um/s y VSL maxima de 179.6 um/s, para Verracos velocidad
curvilinea (VSL) media es 50.7 um/s y VSL méaxima de 122.5 um/s, para carneros velocidad
curvilinea (VSL) media es 93.9 um/s y VSL maxima de 192.6 um/s, para Gacelas velocidad
curvilinea (VSL) media es 33.8 um/s y VSL méaxima de 93.0 um/s y para Muca-opossum
velocidad curvilinea (VSL) media es 150.9 um/s y VSL méxima de 167.0 um/s.

Estas diferencias entre especies a los pardmetros cinéticos, son en parte del proceso que
permite una especie se reproduzca y sea fértil, sin embargo, a nivel de subespecie 0 raza
estas diferencias no son muy marcadas, tal como muestra Mellisho et al. (2014) en un estudio

realizado en toros fértiles Bos taurus y Bos primigenius.
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Figura 15: a) Velocidad lineal -VSL-del grupo control y tratado con swim up y b)

Distribucion de los espermatozoides por velocidad promedio —VAP (Holt et al., 2007)

Holt et al. (2007) reportaron diferencias no marcadas en velocidad lineal (VSL) de
espermatozoides de verraco seleccionadas y capacitadas por método Swim up versus control
(figura 15a); sin embargo, observo que en la poblacion de espermatozoides seleccionados y
capacitados por swim up habia un grupo representativo con diferente comportamiento y
mayor velocidad promedio (VAP) (figura 15b).

4.2 Indicadores en la produccion de embriones in vitro por toro evaluado

El mejor indicador de eficiencia en produccion de embriones in vitro es la cantidad y calidad
de blastocistos producidos al dia 7 post fecundacion. Esto es muy importante, debido a que
existen evidencias que sugieren que el periodo de maduracion, fecundacion y cultivo de
embriones puede afectar su potencial de desarrollo embrionario temprano y junto a la calidad
del ovocito es la llave determinante para obtener los blastocistos de calidad y cantidad
(Lonergan et al., 2006).

La produccién de embriones in vitro en bovinos tiene 3 pasos esenciales. En el primer paso
de maduracion in vitro aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros y recuperado de
los foliculos (profase 1) llegan a tener maduracion nuclear (metafase I1), de alli cerca del
80% son fecundados luego de la inseminacion y desarrollan a dos células. Sin embargo,
solo el 30 a 40% de los ovocitos iniciales tienen la capacidad para llegar al estado de
blastocistos. Siendo la etapa mas critica en el periodo de desarrollo de 2 células a blastocisto,
como el determinante en la produccion in vitro de embriones (Rizos et al., 2002). Similares
resultados reporto, Fernandez et al. (1999) reporto una tasa de fecundacion de 74% con uso

de semen de toros Bos indicus y Bos taurus.
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Existe evidencia que los patrones de transcripcion de ARNm (materno y fetal) estén
alterados en especial cuando se manipula ovocitos y embriones in vitro, por lo que el bloqueo
al desarrollo embrionario es el que mas afecta en el éxito de la produccion de blastocistos in
vitro en bovinos (Lonergan et al., 2006)

En la tabla 4, se muestran datos de produccion de blastocistos de 4 toros en fecundacion in
vitro y no se encontraron diferencias significativas entre los toros evaluados (P<0.05). La
utilizacion de semen congelado de diferentes toros se demostrd que este posee un papel
importante en el resultado final del proceso de FIV, Siendo la fertilidad de los toros variable
tanto en campo como en la produccion de embriones in vitro (Watanabe et al., 1995). En
1992 Marquant- Le Guinne et al., también observaron una alta correlacion entre la

produccidn de blastocistos y la fertilidad de campo de diferentes toros.

Tabla 4: Namero y porcentaje de blastocistos en relacion con los ovocitos fecundados por

toro.
TORO Repet. Velocidad media N2 COCS N2 BLASTOCISTOS %BLASTOCISTOS
(VAP) um/s (dia, 7) (dia, 7 post
fecundacion)
PREDILECTO 10 45.6 570 197 34.62+8.34 a
MISTIANO 9 45.8 559 167 2991 +8.55a
FELIPE 4 46.8 254 90 35.32+11.1a
TALMO 4 38.6 225 58 25.71+1.36a

ab|_etras diferentes dentro de una misma columna muestran diferencias significativas  (P<
0.05).

Los resultados de produccién de blastocistos son similares (dia 7 post fecundacién) a los
reportados por Madrid (2003), sin embargos los resultados de Presicce et al., (2011) de
39.8% y Dayan (2001) 36.2% de blastocistos fue mayor numéricamente a los resultados
reportados en nuestro trabajo.

Cabrera et al. (2009) indica que no hay diferencia de la tasa de blastocistos para los 4 toros

evaluados siendo los indices de produccion de blastocistos de 20 a 32%. Sin embargo, hay

trabajos que muestran una tasa inferior de blastocistos de 18 a 20% (Urrego et al., 2008).
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Segun Madrid (2003), Los toros con alta tasa de no retorno mostraron mayor division de
embriones, sin embargo no hubieron diferencias estadisticas (P<0.001) entre los toros en la
produccién de blastocistos y en el desarrollo de los embriones a los 7, 8 y 9 dias post

inseminacion.

4.3. Correlacion entre los parametros de movimiento espermatica

Segun datos publicados de Samardzija et al. (2003) los espermatozoides bovinos congelados,
luego del proceso de seleccion y capacitacion con percoll (90/45) y Bovipure ® (Nidacon,
Suecia) incrementaron notoriamente la proporcion de motilidad progresiva, integridad de
membrana y proporcion de vivos y habia una relacion positiva con la produccion de 28 y
21% de blastocistos en bovinos.

Es importante conocer el grado de correlacion que existe entre los pardmetros de movimiento
de los espermatozoides antes y después del proceso de seleccidn y capacitacion y si esta era
lineal. Segln la tabla 5, se observa que todos tienen baja correlacion, pero positiva, siendo
la velocidad curvilinea (VCL) la que tiene mayor correlacion positiva y la frecuencia de

batido de la cabeza (BCF) no tiene relacion alguna 0.03.

Tabla 5: Correlacion de los pardmetros de motilidad antes versus después de la seleccion y

capacitacion espermatica.

Parametros de movimiento n Antes versus después
Correlacion de Pearson
Velocidad curvilinea (VCL) 27 0.35 (0.07)
Velocidad rectilinea (VSL) 27 0.29 (0.14)
Velocidad media (VAP) 27 0.28 (0.15)
Amplitud de desplazamiento lateral de la 27 0.25 (0.21)
cabeza (ALH)
Frecuencia de batido de la cabeza (BCF) 27 0.03 (0.88)
indice de linealidad (LIN) 27 0.23 (0.25)
indice de rectitud (STR) 27 0.17 (0.39)
indice de oscilacion (WOB) 27 0.27 (0.17)
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Figura 16: Correlacién de pardmetros de movimiento antes y después de la seleccion y

capacitacion espermatica de la velocidad curvilinea (VCL).

La correlacion entre dos variables X e Y es perfecta positiva con un r? de 12 % lo cual explica
débilmente la relacion entre estas variables, cuando exactamente en la medida que aumenta
una de ellas aumenta la otra. Esto sucede cuando la relacion entre ambas variables es
funcionalmente exacta (Calzada, 1982). Como se observa en la figura 16 hay una correlacién

positiva no perfecta ya que los datos se encuentran dispersos unos a otros.
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Figura 17: Correlacion de parametros de movimiento antes y después de la seleccién y

capacitacién espermatica de la frecuencia de batida de la cola (BCF).
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La correlacion entre dos variables X e Y es baja con un r? de 0.09 % lo cual nos indica que
no hay relacion entre estas dos variables (Calzada, 1982). Como se observa en la figura 17
hay una correlacion lineal no perfecta ya que los datos se encuentran muy dispersos unos a

otros.

4.4. Correlacién de parametros de movimiento espermatico versus tasa de tasa de

blastocistos in vitro

Como se observa en la tabla 6, se encuentra una mayor correlacion positiva para los
parametros evaluados inmediatamente a la descongelacion (antes) con la tasa de produccion
de blastocistos en comparacién con los parametros evaluados después. Siendo la VCL, STR
y VAP medidos a la descongelaciéon de semen, medianamente correlacionable (0.47, 0.49 y
0.35, respectivamente) y una exactitud (0.01, 0.01 y 0.07 respectivamente), con la
produccidn de blastocistos in vitro en bovinos. Los valores de correlacion de los parametros
cinéticos medidos después de la seleccion y capacitacion versus la tasa de blastocistos son
bajos. En el caso de los parametros de movimientos evaluados “Después” la correlacion es
variable siendo mayor en la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), con una
correlacion de 0.22 y una exactitud de 0.27; contrariamente la variable indice de rectitud

(STR) muestra una correlacion negativa de -0.02 y una exactitud de 0.92.

Tabla 6: Correlacion de parametros de movimiento espermatico con la produccion de

blastocistos.

Parametros de movimiento ANTES DESPUES
Post descongelacién Post selecc y capacit.
Correlacion de Pearson Correlacion de Pearson
Velocidad curvilinea (VCL) 0.47 (0.01) 0.06 (0.76)
Velocidad rectilinea (VSL) 0.07 (0.71) 0.13 (0.51)
Velocidad media (VAP) 0.35 (0.07) 0.11 (0.58)
Amplitud de desplazamiento -0.36 (0.06) 0.22 (0.27)
lateral de la cabeza (ALH)
Frecuencia de batido de la cabeza -0.34 (0.08) 0.21 (0.28)
(BCF)
indice de linealidad (LIN) -0.34 (0.08) 0.16 (0.41)
indice de rectitud (STR) 0.49 (0.01) -0.02 (0.92)
indice de oscilacion (WOB) 0.22 (0.26) 0.19 (0.33)
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Como se ha descrito anteriormente, pocos parametros individuales de viabilidad espermatica
muestran una relacion significativa con la fertilidad de semen descongelada, especialmente
si los porcentajes de viabilidad se encuentran dentro de limites de normalidad aceptables.
Por lo tanto, pruebas funcionales in vitro, capaces de discernir la habilidad del semen
descongelado para llevar a cabo procesos celulares especificos y complicados como la
capacitacion, la reaccion acrosomal, la fecundacién in vitro (FIV) y la induccion del
desarrollo embrionario in vitro han sido disefiados para determinar su relacion con la
fertilidad obtenida luego de la IA (Rodriguez-Martinez , 2000).
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Figura 18: Correlacion del indice de linealidad (LIN) con el porcentaje de la produccion de

blastocistos.

El indice de linealidad (LIN) de los las muestras analizados mostraron una relacion es
perfecta negativa cuando exactamente en la medida que aumenta una variable, lo cual

muestra que es desfavorable a la produccion de embriones in vitro.

La correlacion entre dos variables X e Y es perfecta negativa con un r? de 13 % lo cual
explica débilmente la relacion entre estas variables, cuando exactamente en la medida que
aumenta una de ellas disminuye la otra. Esto sucede cuando la relacion entre ambas variables
es funcionalmente exacta (Calzada, 1982). Como se observa en la figura 18 hay una
correlacion negativa no perfecta ya que los datos se encuentran dispersos unos a otros.
Probablemente debido al bajo nimero de repeticiones evaluadas, sin embargo hay que
considerar que la tendencia puede ser la misma reforzada con un mayor r? a medida que

aumente las repeticiones.
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Algunos métodos para predecir fertilidad usan el método de penetracion espermaética, para
lo cual miden el conteo de espermatozoides accesorios que atravesaron zona pellicida
parcialmente, indicando la capacidad de medir la capacidad fecundante del espermatozoide
(Saacke et al., 2000). Sin embargo, al correlacionar la fertilidad in vitro versus la fertilidad
in vivo los valores reportados varian entre 0.35 a 0.59 (Zhang et al., 1997 y Schneider et al.,
1999). Los valores reportados por nuestro trabajo son similares cuando correlacionamos
parametros de movimiento espermatico con la tasa de blastocistos (dia, 7 post fecundacion

in vitro).

Investigaciones muestran que las correlaciones de los analisis de semen en laboratorio con
la fertilidad del toro, revelé grandes rangos de variacion. Las correlaciones entre motilidad
espermatica y la fertilidad oscilaron desde un minimo de 0,15 hasta un maximo de 0,83
(Kjaestad et al., 1993; Januskauskas et al., 2003). Incluso los analisis de muestras de semen
estandarizados utilizando instrumentos de CASA han mostrado correlaciones variables entre
ciertos patrones de motilidad post descongelado, tales como linealidad, y la fertilidad del
campo 0.45-0.63 (Zhang et al., 1998; Januskauskas et al., 2001). Analisis estadisticos
combinados de diferentes patrones de motilidad produjeron correlaciones méas fuertes de
0.68-0.98 (Farrell et al., 1998).
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V. CONCLUSIONES

Los pardmetros de motilidad espermatica evaluadas con el Sistema computarizado
de analisis de semen (CASA) fueron superiores en muestras de semen
seleccionado y capacitado comparado con semen post descongelado mostrando
diferencias estadisticas en las variables velocidad curvilinea, velocidad lineal,
velocidad promedio, indice de linealidad, indice de rectitud e indice de oscilacion
(p<0.05).

La tasa de produccion de blastocistos esta dentro de parametros normales siendo
el promedio 31.39% en comparacién con otros laboratorios, y no se encontraron
diferencias estadisticas (p<0.05) entre los toros evaluados.

Los parametros de motilidad espermatica se encuentran correlacionados
positivamente entre si en el tratamiento post descongelado (Antes) y post
seleccion y capacitacion (Después) a excepcion del pardmetro frecuencia de
batido de la cabeza (BCF).

Para la correlacion de los pardmetros de motilidad espermatica (ANTES) con la
tasa de blastocistos se obtuvieron correlaciones positivas mayores siendo el indice
de rectitud y la velocidad curvilinea los pardmetros de mayor correlacion.

Al correlacionar los pardmetros de movimiento espermatico evaluados post
seleccién y capacitacién (DESPUES) con la tasa de blastocistos se obtuvieron
correlaciones positivas mayores siendo la amplitud de desplazamiento lateral de
la cabeza y frecuencia de batido de cabeza los parametros de mayor correlacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Ampliar el nimero de muestras (Pajillas) de toros y el nimero de ovarios

colectados, con el fin de tener un analisis estadistico mas consistente.

Realizar pruebas de fertilidad in vitro y compararlas con fertilidad in vivo
utilizando el mismo toro y evaluar los factores que afectan en ambos

procedimientos.

Evaluar objetivamente las variables de motilidad comparando estas variables con

toros nacionales e importados.

Aplicar el protocolo estandarizado de fertilizacion in vitro descrito en este
estudio con técnicas de coleccion de ovocitos In vivo (ovum pick up) con vacas

de alto valor genético.

Replicar el trabajo en otras especies relacionadas a la produccion animal.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Datos de parametros de cinética espermatica con la produccion de blastocistos
(ANTES)

MUESTRA | VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF %BLAST
1 83,6 27,8 44,8 33,3 62,1 53,6 4,1 9,9 29,78
2 67,1 21,2 36,1 31,6 58,7 53,8 34 6,9 38,7
3 88,5 40,6 53,4 45,8 76 60,4 3,9 11,2 34,09
4 88,5 40,6 53,4 45,8 76 60,4 3,9 11,2 28,2
5 101,5 40,3 58,7 39,7 68,6 57,9 4,3 8,8 39,24
6 62,6 29,7 43,3 47,4 68,5 69,2 2,6 8,4 20,24
7 89 32 49,6 36 64,6 55,8 4,3 8,5 37,61
8 81 25 42,8 30,9 58,4 52,9 4,1 7,2 36,58
9 90,8 30,8 49,2 339 62,5 54,2 4 8,3 26,47
10 78 20,2 39,7 25,9 50,9 50,8 3,8 6,4 30,3
11 78 20,2 39,7 25,9 50,9 50,8 3,8 6,4 45,2
12 103,6 32,3 551 311 58,5 53,2 4,7 8,2 51,5
13 103,6 32,3 551 311 58,5 53,2 4,7 8,2 29,73
14 65 23,7 35,5 36,5 66,9 54,5 3,6 8 25,7
15 65 23,7 35,5 36,5 66,9 54,5 3,6 8 24,07
16 67,5 28,7 42 42,5 68,2 62,3 2,9 9,3 27,42
17 69,4 26,9 41,4 38,8 64,9 59,7 3,2 8,5 25,64
18 87,2 29,3 47,7 33,7 61,5 54,7 4 9,1 26,92
19 76 22,3 39,5 29,3 56,4 519 39 6,7 26,78
20 65,6 23,7 37,5 36,1 63,2 57,1 3,1 8,5 33,3
21 77,4 31,2 43,5 40,3 71,7 56,2 3,7 8,7 21,56
22 114,9 314 59,3 27,3 52,9 51,6 4,9 6,7 41,67
23 83,3 25,7 45,3 30,9 56,8 54,4 4 7,6 51,51
24 78 20,2 39,7 25,9 50,9 50,8 3,8 6,4 26,02
25 81,7 29,9 46 36,6 65 56,3 4 8,3 21,62
26 74,1 27,1 41,2 36,6 65,8 55,6 3,9 7,8 34,28
27 65,3 18,8 35,2 28,8 53,5 53,9 3,5 8,2 25,42
PROMEDIO 80,97 27,99 44,82 34,75 62,18 55,54 3,84 8,20 31,84
DS 13,69 6,13 7,22 6,13 7,15 4,09 0,52 1,26
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ANEXO 02: Datos de parametros de cinética espermatica con la produccion de blastocistos
(DESPUES).

MUESTRA | VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF %BLAST

1 74,1 20,9 39,9 28,3 52,5 53,8 3,3 7,1 29,78

2 73,8 35 47,6 47,4 73,6 64,5 3,6 7 38,7

3 104,6 57,5 72,2 55 79,6 69 4,1 9,3 34,09

4 104,6 57,5 72,2 55 79,6 69 4,1 9,3 28,2

5 87,7 43,1 57,5 49,2 75,1 65,5 4,4 7,4 39,24

6 62,6 19,5 37 311 52,6 59,1 3,3 3,3 20,24

7 93,2 56,2 69,4 60,3 81 74,4 34 8,8 37,61

8 112 42,6 65,1 38 65,3 58,2 4,9 8 36,58

9 85,7 37,4 52,3 43,6 71,6 60,9 3,7 8 26,47

10 95 42,6 57,2 44,9 74,5 60,3 4,2 8,7 30,3

11 95 42,6 57,2 44,9 74,5 60,3 4,2 8,7 45,2

12 78,1 29,1 454 37,3 64,2 58,1 3,2 7,7 51,5

13 78,1 29,1 454 37,3 64,2 58,1 3,2 7,7 29,73

14 92,7 42,6 60,2 45,9 70,7 64,9 3,7 8,3 25,7

15 92,7 42,6 60,2 45,9 70,7 64,9 3,7 8,3 24,07

16 99,5 34,3 58,5 34,5 58,5 58,9 4,3 7,9 27,42

17 68,6 28,4 42,1 41,4 67,4 61,4 3,6 7,3 25,64

18 117,8 53,8 74,8 45,7 72 63,5 4,6 9,7 26,92

19 123,6 47,1 67,4 38,1 69,9 54,6 51 8,9 26,78

20 85,7 37,4 52,3 43,6 71,6 60,9 3,7 8 33,3

21 95,8 351 55,1 36,6 63,6 57,6 4,3 7,7 21,56

22 142 44,1 78,2 31 56,4 55,1 57 7,4 41,67

23 93,1 46,4 60,6 49,9 76,6 65,1 3,6 9,5 51,51

24 110,9 46,3 63,6 41,8 72,9 57,3 4,6 9,1 26,02

25 118,8 55,5 71,3 46,7 77,9 60 4,8 10,1 21,62

26 107,6 49,6 70 46,1 70,8 65,1 4,3 8,9 34,28

27 61,8 19,1 36,4 31 52,6 58,8 3,1 4,4 25,42

PROMEDIO 94,63 40,57 58,11 42,61 68,89 61,46 4,03 8,02 31,84
DS 19,18 11,21 11,96 7,90 8,42 4,79 0,65 1,47
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ANEXO 03: Produccion de blastocistos por toro

TORO REP N°COC'S N° BLAST % BLAST
1 47 14 29,78
2 44 15 34,09
3 39 11 28,2
4 109 41 37,61
1 5 41 15 36,58
6 33 10 30,3
7 73 33 45,2
8 78 21 26,92
9 33 17 51,51
10 73 19 26,02
1 62 24 38,7
2 79 32 39,24
3 84 17 20,24
4 68 18 26,47
2 5 51 11 21,56
6 84 35 41,67
7 37 8 21,62
8 35 12 34,28
9 59 15 25,42
1 64 33 51,5
3 2 74 22 29,73
3 56 15 26,78
4 60 20 33,3
1 70 18 25,7
a 2 54 13 24,07
3 62 17 27,42
4 39 10 25,64
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ANEXO 04: Analisis de varianza para la comparacion de parametros de cinética

espermatica antes y después de la capacitacion espermatica.

VCL
Analisis de varianza VCL
FV GL SC c™m FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 2520,13 2520,13 13,63 4,22 0,001 *
Bloque 26 9629,51 370,36 2 4,22 0,04 n.s
Error exp (B*T) 26 4807,28 184,89
Total 53 16956,92
R2 0.71
Duncan Grouping Mean N tto
A 94.633 27 D
B 80.970 27 A
VAP
Analisis de varianza VAP
FV GL SC cM FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 2385,35 2385,35 32,42 | 4,22 <.0001 *x
Bloque 26 | 3163,04 121,65 1,65 4,22 0,103 n.s
Error exp (B*T) 26 1912,99 73,57
Total 53 | 7461,39
R2 0.74
Duncan Grouping Mean N tto
A 58.115 27 D
B 44.822 27 A
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VSL

Analisis de varianza VSL

FV GL SC cM FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 2138,22 2138,22 34,67 4,22 <.0001 *ok
Bloque 26 2643,88 101,68 1,65 4,22 0,1 n.s
Error exp (B*T) 26 1603,28 61,66
Total 53 6385,39
R2 0.74
Duncan Grouping Mean N tto
A 40.570 27 D
B 27.985 27 A
WOB
Analisis de varianza WOB
FV GL SC cM FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 471,7 471,7 32,48 4,22 <.0001 *x
Bloque 26 655,2 25,2 1,74 4,22 0,08 n.s
Error exp (B*T) 26 377,5 14,52
Total 53 1504,46
R2 0.74
Duncan Grouping Mean N tto
A 61.450 27 D
B 55.545 27 A
STR
Analisis de varianza STR
FVv GL SC c™m FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 607,35 607,35 11,98 4,22 0,0019 *
Bloque 26 1853,38 71,28 1,41 4,22 0,19 n.s
Error exp (B*T) 26 1318,55 50,71
Total 53 3779,29
R? 0.65
Duncan Grouping Mean N tto
A 68.85 27 D
B 62.18 27 A
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LIN

Andlisis de varianza LIN

FV GL SC c™m FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 834,65 834,65 21,4 4,22 <.0001 *x
Bloque 26 1584,99 60,96 1,56 4,22 0,13 n.s
Error exp (B*T) 26 1013,94 38,99
Total 53 3433,58
R2 0.70
Duncan Grouping Mean N tto
A 42,61 27 D
B 3475 27 A
BCF
Analisis de varianza BCF
FV GL SC c™m FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 0,44 0,44 0,25 4,22 0,62 n.s
Bloque 26 50,08 1,92 1,06 4,22 0,44 n.s
Error exp (B*T) 26 47,18 1,81
Total 53 97,7
R2 0.52
Duncan Grouping Mean N tto
A 8.2 27 A
A 801 27 D
ALH
Analisis de varianza ALH
FV GL SC c™m FC FT p>F Sig
Tratamiento 1 0,462 0,462 1,75 4,22 0,197 n.s
Bloque 26 11,28 0,433 1,64 4,22 0,106 n.s
Error exp (B*T) 26 6,877 0,264
Total 53 18,62
R2 0.63
Duncan Grouping Mean N tto
A 402 27 D
A 3.84 27 A
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ANEXO 05: Correlacion de los parametros de cinética antes con la produccién de blastocistos.

Pearzon Correlation Coefficients, N = 27 Pearzon Correlation Coefficients, N = 27
Prob » iri under HO: Rho=0 Prob ¥ irl under HO: Rho=0

blas vl vzl vap rap med lent lin str wob alh bof
blas 1. 00000 0.47519 0.07522 0.35173 0.45062 =0.14863 =0.43678 =0.36618 =0, 34049 =0.34144 0.49101 =0, 22428
n.on22 0. 7092 0.0720 0.0183 0.4592 0.0227 0.0603 0.0B22 h.0813 0.0093 0. 2607
vl 0.47519 1.00000 0.60572 0. 91844 0.56889 -0,58260 =0.42205 =0. 13071 =0. 10782 =0. 28497 0.83304 0.09133
0.0122 0.0008 <. 0001 0.0020 h.o0l14 0.0283 0.7 0.5924 . 1497 €. 0001 0. 6503
vzl 0.07522 0.60572 1.00000 0.84630 =0.01757 =0.69681 =0, 09880 0. 65456 0.69938 0. 47937 0. 349492 0. 7316
0.7092 0. 0008 . 0001 0.9%07 {0001 0.6239 0.0002 €.0001 b.00114 0.0736 C.0001
vap 0.35173 0.91844 0. 84630 1.00000 0. 41728 =0.62652 =0, 36672 0.13182 0.22076 0.11139 0.6ETTY 0.37EGE
0.0720 £.0001 €. 0001 0.0303 0. 0005 0.0599 0.3378 0. 2685 0. 5802 <.0001 0.0528
rap 0.45062 0.56883 =0. 001757 0.41728 1.00000 =0.12312 =0. 76192 =0.49772 =0.56578 =0, 33485 0.45697 =0.49783
0.0183 0,0020 0. 9307 0. 0303 0.5210 €.0001 0. 0082 0.0021 0.0878 0.0166 0.0082
med =0. 14863 -0, 58260 -0, BIEBRT -0. 62652 =0.12912 1,00000 0.11433 =0. 29883 =0, 46215 =0, 00041 =0.50934 =0.34193
0.4592 0.0014 <.0001 0.0005 0.5210 0.5701 0, 1300 0.0152 0, 9984 0,006k 0, 0809
lent =0.43678 -0, 42206 =0. 03880 =0.366T2 =0.76192 0.11433 1, 00000 0,24735 0, 30249 0, 13242 =0, 530522 0,35075
0.0227¢ 0.0283 0.6239 0.0599 <0001 0.5701 n.2239 0.125] 0.5103 0.1216 0.0728
lin =0.36618 =0.19071 0. 65456 0.19182 =0.49772 =0.29883 0.24295 1.00000 0.95028 0.90687 -0.43092 0.78427
0.0603 0.3407 0.0002 0.3378 0.0082 0.1300 0.7232 ¢, 0001 ¢, 0001 0,0248 £, 0001
str =0. 34043 =0. 10782 0. 63338 0. 22076 =0. 56578 =0.46215 0, 30249 0,95298 1. 00000 0.73708 -0, PE541 082104
0,0822 0,5324 €, 0001 0.2685 0,0021 0.0152 0.1251 ¢.0000 <. 0001 0.1809 . 0001
wob =0,.34144 =0, 28497 0. 47337 0.11133 =0. 33485 =0. 00041 0.13242 0. 90687 0.73703 1.00000 =0.59396 0.6087T
0.0813 0. 1497 0.0114 0.5802 0.0878 0. 9984 0.5103 ¢, 0001 €. 0001 0,0001 0. 0008
alh 0.49101 0.89304 0.34992 0.687TY 0. 45697 =0.50994 =0, 30522 =0. 43092 =0, 26541 =0. 59396 1. 00000 =0, 09042
0.0093 <. 0001 0.0736 £.0001 0.0166 0. 0066 0.1216 0.0248 0.1809 o001 0.6538
bef =0. 22428 0.09139 0.73316 0. 37666 =0.49783 =0.34193 0. 35075 0. 78427 082104 0. GOBFT =0.09042 1. 00000

0.2607 0.6503 €.0001 0.0528 0.0082 0.0809 0.0728 £.0001 £.0001 0. 0008 0.6538
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ANEXO 06: Correlacion de los parametros de cinética despues con la produccion de blastocistos.

blas

vel

vel

vap

rap

ned

lent

lin

str

wob

alh

bef

blas
1.00000
0.060R
0.7629

0.13374
0.5060

0. 10381
0.5856

0.05247
0.7949

=0, 22780
0.2531

=0.09040
0.6539

0. 21656
0.2773

0.21338
0.2852

0.16390
0.4140

=0.01827
0.3279

0.13255
0.3353

Pearszon Correlation Coefficientz, N = 27

Prob » lr| under HO: Rho=0

vel

0.06089
0.7629

1.00000
0.74516
<.0001

0.931680
€.0001

0.81305
<0001

=0, 74530
€.0001

=0.50282
0.0075

0173492
0.3873

0.30425
0.1228

=0.04956
0.8061

0.30920
€.0001

0.65464
0.0002

vsl

0.13374
0.5060

0. 74516
{.0001

1.00000
0.328M
£.0001

0.48345
0.0096

=0, 79800
<.0001

=0.41826
0.0233

0. 77647
€.0001

0.81717
£.0001

0.57085
0.0019

0.55233
0.0028

0. 83531
€.0001

vap

0.10981
0.5856

0.91680
<0001

0.92871
<0001

1.00000
0.7117S
{0001

=0.79299
<0001

=0.46596
0.0143

0.51758
0.0057

0.56157
0.0023

0.343969
0.0738

0.74960
{.0001

0.75185
€.0001

rap

0.05247
0.7H1

0.81305
<.0001

0.48945
0. 0096

0.7T175
£.0001

1. 00000
=0.45403
0.0173

=0.48302
0.0107

=0.06836
0.7347

=0.01269
0.9439

=0.15491
0.4404

0.70403
¢.0001

0.41057
0.0534

med

=0. 22780
0.2531

=0. 74530
€.0001

-0. 79800
£.0001

=0.73233
£.0001

=0.45403
0.0173

1.00000
0.53877
0.0037

=0.54398
0.0034

=0.67915
. 0001

-0, 27856
0.15%4

=0. 70300
.0001

=0.67689
00001

lent

=0, 03040
0.6539

=0.50282
0.0075

=0.41826
0.0299

=0.46596
0.0143

-0.48302
o.0107

0.53877
0.0037

1.00000
=0. 16151
0.4209

=0. 27716
0.1616

o.01104
0.9564

-0.33257
0.0901

=0.50009
0.0079

Pearson Correlation Coefficients, N = 27

Frob » {ri under HO: Rho=0

lin

0.21656
0.2773

0.17332
0.3873

0.77647
<.0001

0.51758
0.0057

-0.06836
0.7347

=0.54338
0.0034

=0.16151
0.4203

1.00000
0.94207
<£.0001

0.83770
£.0001

-0.01403
0.9446

0.62507
0. 0005

str

0.21338
0.2852

0.30425
0.1228

o817
<.0001

0.56157
0.0023

=0.01269
0.9494

=0.6F315
<.0001

=0.27716
0.1616

0. 94207
<.000

1.00000

0.70132
<.0001

0.15109
0.4519

0.76275
¢.0001

wob

0.16330
0.4140

=0.04956
0.8061

0.570B5%
0.0019

0.34969
0.0738

=0.15491
9.4404

=0, 27856
0.1554

0.01104
0.9564

0.89770
£.0001

0.70132
£.0001

1.00000
-0, 23704
0.2339

0.31836
0.1056

alh

=0.01627
0.9273

0.90920
<. 0001

0.55233
0.0028

0. 74960
£.0001

0.70403
<. 0001

=0, 70300
. 0001

=0.33257
0.0301

=0.01403
0.93446

0.15103
0.4519

=0.23704
0.2333

1.00000

0.43560
0.0231

b f

0.13255
0.3359

0. 65464
0.0002

0.83533
<.0001

9. 75185
¢.0001

0.41057
0.0334

=0.67689
0.0001

=0.50009
0.0079

0.62507
0.0005

0.7TE2T5
£.0001

0.31836
0. 1056

0.43560
0.0231

1.00000
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ANEXO 07: Archivos CASA Computer Assisted Sperm Analysis (ANTES).

ESTUDIO CITOMORFOLOGICO DEL SEMEN

Integrated Sperm Analisys System

Laboratorio de Analisis Projectesi Serveis R+D S.L.

I\

DATOS DE IDENTIFICACION ]

Nombre felipe
Doctor
Observaciones

Analisis 15/03/2014 03:13:45 p.
Referencia antes

DATOS FiSICO-QUIMICOS ]
Muestra: Fechay hora 15/03/2014 03:13:45 p.iv
Abstinencia 0 dias
Obtencion
Volumen 2,0 ml (=2mL) Dilucién 1:0
Licuefaccion Aglutinaciones
Aspecto Color
Viscosidad Olor
pH 0,0 =72) Temperatura 00°C
CONCENTRACION Y ANALISIS DE MOVILIDAD ]
Total Porcentaje CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES (%) millones por ml| en eyaculado Total
Estaticos 361 14.7% 19,9 39,8
Méviles no progresivos 1896 77,1% 104,6 209,2
Moviles progresivos 201 8,2% 11,1 22,2
2458 100,0% 135,6 271,2
(=20 mil/ml) (= 40 mill/total )
Total Porcentaje CONCENTRACION
POR _VELOCIDAD (%) millones por ml| en eyaculado Total
Rapidos 1381 56,2% 76,2 152,4
Medios 506 20,6% 27,9 55,8
Lentos 210 8,5% 11,6 23,2
Estaticos 361 14,7% 19,9 39,8
Total Porcentaje CONCENTRACION
SEGUN LA O.M.S (%) millones por ml| en eyaculado Total
fProgresivo rapido  (tipo a) 1381 56.2% 76,2 1524 a>25%
Progresivo lento (tipo b) o] 0,0% 0,0 0,0 a+b > 50%
No progresivo (tipo c) 716 29,1% 39,5 79,0
Inmovil (tipo d) 361 14,7% 19,9 39,8
Total Estaticos | Lentos | Medios | Rapidos | Unidades
Area de las cabezas 16,6 17,8 | 17,8 | 174 | 157 | um2
Células Redondas 0,0 mill/mL (< 5 mill/mL)

Recorridos Circulares

1916 77,9%

VALORES MEDIOS DE LOS PARAMETROS DE VELOCIDAD ]
\
Total Lentos Medios | Réapidos | Unidades
Velocidad Curvilinea VCL 101,6 36,4 59,1 127,5 um/s
Velocidad Rectilinea VSL 28,5 9,9 15,9 36,0 um/s
Velocidad Promedio VAP 52,2 19,1 30,5 65,3 um/s
ndice de Linealidad LIN 28,0 27,2 27,0 28,2 %
ndice de Rectitud STR 54,6 51,9 52,3 55,1 %
ndice de Oscilacion woB 51,3 52,4 51,6 51,3 %
VALORES MEDIOS DE OTROS PARAMETROS ]
\
Amplitud Media del desplazamiento Total Progr. Medios Progr. Rapidos Unidades
lateral de la cabeza ALH 4,8 2,9 5,2 um
Frecuencia de Batida BCF 8.6 57 9.2 Hz

Tipo a
ALH > 2.5um
STR > 85%

Total Porcentaje CONCENTRACION
(%) millones por ml ren eyaculado Total
82 3,3% 4,5 | 9,0

Graficos de distribuciones segtn el tipo de espermatozoides

Segun progresividad

=} Estaticos = Moviles no progresivos O Moviles progresivos

Segun velocidad

[=] Rapidos L] Medios o Lentos o Estaticos

Seguinla O.M.S

BProgresivo rapido  (tipoa) B Progresivo lento  (tipo b)

ONo progresivo (tipoc)  OInmovil (tipo d)

Gréaficos de distribuciones segun el tipo de velocidades

Velocidades

micras/sg
150,0
100,0
50,0 VAP
VSL
0,0 VvCL
Total Lentos Medios  Répidos
” Indices

71




ANEXO 08: Archivos CASA Computer Assisted Sperm Analysis (DESPUES).

ESTUDIO CITOMORFOLOGICO DEL SEMEN
Integrated Sperm Analisys System

Laboratorio de Analisis

Projectes i Serveis R+D S.L.

DATOS DE IDENTIFICACION

]

Nombre felipe Analisis 15/03/2014 03:51:43 p.
Doctor Referencia despues
Observaciones
DATOS FiSICO-QUIMICOS

\
Muestra: Fecha y hora 15/03/2014 03:51:43 p.iv

Abstinencia 0 dias

Obtencién
Volumen 2,0 ml (=2mL) Dilucién 1:0
Licuefacciéon Aglutinaciones
Aspecto Color
Viscosidad Olor
pH 0,0 =72) Temperatura 00°cC

CONCENTRACION Y ANALISIS DE MOVILIDAD

Graficos de distribuciones segtn el tipo de espermatozoides

Segln progresividad

=} Estaticos = Mdviles no progresivos O Mdviles progresivos

Segln velocidad

=} Réapidos L} Medios o Lentos o Estaticos

Total Porcentaje CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES (%) millones por ml| en eyaculado Total
Estaticos 307 19,4% 16,9 33,9
M6viles no progresivos 1075 68,0% 59,3 118,6
Moviles progresivos 198 12,5% 10,9 21,8
1580 100,0% 87,2 174,3
(=20 mil/ml) (= 40 milltotal )
Total Porcentaje CONCENTRACION
POR_VELOCIDAD (%) millones por ml| en eyaculado Total
Rapidos 1013 64,1% 55,9 111,8
Medios 185 11,7% 10,2 20,4
Lentos 75 4,7% 4,1 8,3
Estaticos 307 19,4% 16,9 33,9
Total Porcentaje CONCENTRACION
SEGUN LA O.M.S (%) millones por ml| en eyaculado Total
JProgresivo rapido_(tipo a) 1013 64,1% . 111,8 a>25%
Progresivo lento (tipo b) 0 0,0% 0.0 0.0 a+b > 50%
No progresivo (tipo ¢) 260 16,5% 14,3 28,7
Inmovil (tipo d) 307 19,4% 16,9 33,9
Total Estaticos | Lentos [ Medios | Rapidos | Unidades
Area de las cabezas 15,1 16,9 | 15,1 | 157 | 145 pm?
Células Redondas 0,0 mil/mL___ (< 5 mill/mL)
Recorridos Circulares 1030 65,2%

VALORES MEDIOS DE LOS PARAMETROS DE VELOCIDAD

]

Seglnla O.M.S

BProgresivo répido mProgresivo lento  (tipo b)

(tipo d)

(tipo a)

ONo progresivo (ipoc)  Tinmévil

Gréaficos de distribuciones segun el tipo de velocidades

Total Lentos Medios | Rapidos | Unidades
Velocidad Curvilinea VCL 120,1 37.3 60,9 137.0 um/s
Velocidad Rectilinea VSL 41,0 10,9 19.4 47,2 um/s
Velocidad Promedio VAP 69,0 19,6 33,6 79.1 um/s
ndice de Linealidad LIN 34,2 29,1 31,8 34,4 %
ndice de Rectitud STR 59,5 55,3 57,7 59,7 %
ndice de Oscilacién woB 57,4 52,7 55,2 57,7 %

VALORES MEDIOS DE OTROS PARAMETROS

]

Amplitud Media del desplazamiento Total Progr. Medios Progr. Rapidos Unidades
lateral de la cabeza ALH 4.6 2,7 4,8 um
Frecuencia de Batida BCF 9.1 57 9,5 Hz

Tipo a Total Porcentaje CONCENTRACION

ALH > 2.5um (%) millones por ml| en eyaculado Total

STR > 85% 82 5.2% 4,5 9.0

Velocidades

micras/sg
150,0
100,0

50,0 VAP

VSL
0.0 vet
Total Lentos Medios  Rapidos
indices

%

60,0 M . mema
50.0
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