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INTRODUCCION

Nuestra capacidad para evaluar con precision la fertilidad de un macho, asi como nuestra influencia sobre esa
fertilidad a través de la manipulacion y criopreservacion del semen, requiere de una mayor comprension de los
factores seminales y ambientales involucrados. Hasta el dia de hoy varios estudios han demostrado que distintas
pruebas in vitro estan correlacionadas con la fertilidad; sin embargo, estas pruebas han sido deficientes en predecir
la fertilidad a campo cuando fueron aplicadas en diferentes poblaciones de toros dadores de semen. Esto no
significa que el semen o los toros no puedan ser criteriosamente descartados utilizando nuestro conocimiento y las
pruebas de laboratorio, solamente quiere decir que no podemos predecir el resultado en porcentaje de prefiez en
una determinada inseminacion o con un toro en particular.

Frecuentemente se dice que si uno no puede predecir mateméaticamente el resultado de un evento a partir de
parametros considerados de importancia, la naturaleza del evento o todos los pardmetros involucrados no estan
debidamente comprendidos. Esto se ha hecho méas evidente con los recientes esfuerzos por desarrollar modelos
matematicos para explicar las tasas de concepcion.

Por lo tanto, para lograr progreso en la eficiencia reproductiva utilizando inseminacion artificial (1A) debemos
continuar buscando la total comprension de los factores que impactan en la tasa de prefiez. En esta presentacion
me gustaria referirme a lo que pienso acerca de nuestro estado actual de conocimiento sobre los factores relativos
al macho/semen que impactan sobre la tasa de prefiez, asi como a su interaccion con diferentes estrategias re-
productivas. A partir de esta discusion, deberiamos ser capaces de sugerir las areas en las que se deberia poner
especial énfasis para lograr mayores progresos, tanto en la prediccién como en la optimizacion de los factores
relacionados con el macho que influyen en las tasas de prefiez.

CARACTERISTICAS SEMINALES COMPENSABLES Y NO COMPENSABLES

A partir de numerosas investigaciones resulta claro que deficiencias en la calidad seminal de un determinado
macho pueden resultar en fallas reproductivas debido a:

1) un insuficiente nimero de espermatozoides que atraviesan el tracto femenino accediendo al ovocito en el
punto de iniciacidn de la fertilizacion (fallas en la fertilizacién) o

2) incompetencia del espermatozoide fecundante para llevar a cabo la fertilizacion y el desarrollo embrionario
una vez iniciada la misma (mortalidad embrionaria temprana).

En la IA, las deficiencias seminales que llevan a fallas en la fertilizacion han sido definidas como com-
pensables cuando son eliminadas o marcadamente reducidas al incrementar el nimero de espermatozoides en la
dosis inseminante. Mientras que las deficiencias son no compensables cuando los espermatozoides son capaces de
recorrer el tracto femenino, llegar al sitio de fertilizacion, pero son incompetentes para llevar a cabo la misma y/o
sostener el desarrollo embrionario. Las pérdidas de prefiez por deficiencias no compensables deberian ser
consideradas intrinsecas al toro y deberian ser Gnicamente minimizadas por el descarte del macho o del semen.
Los espermatozoides con deficiencias no compensables pueden acceder al ovocito a cualquier dosis de acuerdo a
su proporcion en la composicion del semen. A partir de datos procedentes de inseminaciones en rodeos
comerciales, sabemos que los toros pueden tener diferentes combinaciones de deficiencias seminales
compensables y no compensables (Figura 1). Por lo tanto, toda evaluacion de semen disefiada para predecir tasas
de prefiez debe considerar ambas posibilidades en el mismo macho.
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Figura 1. En la evaluacion seminal debemos considerar los defectos compensables y no compensables y su posible
combinacion. En este escenario, un macho como el A podria ser identificado y eliminado como dador de semen porque
una alta proporcion de sus deficiencias son no compensables y por lo tanto no pueden ser evitadas incrementando la
dosis inseminante. Contrariamente, el toro B requiere una dosis inseminante superior para lograr tasas de prefiez
comparables a las de sus compafieros porque tiene minimas deficiencias no compensables.

CARACTERISTICAS COMPENSABLES

El conocimiento para medir adecuadamente todas las caracteristicas compensables por medio de pruebas de
laboratorio es incompleto. Basados en nuestro conocimiento actual sobre el transporte espermatico en la hembra,
solamente una pequefia poblacién de espermatozoides (miles) luego de la inseminacion puede alcanzar el
reservorio oviductal. Una subpoblacion ain menor (aproximadamente 1-30, mediana de 3
espermatozoides/ovocito en bovinos) participa o compite por la fertilizacion del ovocito en la unién ampolla-
istmo del oviducto (Figura 2).
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Figura 2. De los millones de espermatozoides inseminados en una vaca, sélo unos pocos colonizan la parte inferior
del oviducto, uniéndose a su pared (miles). De esta poblacion, un nimero menor es el que adquiere la capacidad de
fertilizar (espermatozoides accesorios). Debemos comprender la cantidad y caracteristicas de esta poblacion para
progresar en la prediccion de la fertilidad de una muestra de semen.

Para poder fertilizar, un espermatozoide debe estar vivo, ser movil y tener una morfologia razonablemente
normal. Por lo tanto, estas son caracteristicas importantes que conforman el componente compensable de la
calidad seminal. Sin embargo, también sabemos que miles de espermatozoides potencialmente fertilizantes, entre
4y 12 hs luego de la inseminacion, colonizan la parte mas baja del oviducto y se unen al epitelio. Aqui los
espermatozoides pueden: 1) completar el proceso de capacitacion, un proceso que permite su participacion en la
fertilizacién, 2) llevar a cabo la hiperactivacion en su patron de motilidad, liberandose desde el epitelio, 3)
reconocer y unirse a la superficie del ovocito, 4) iniciar la reaccion acrosdmica necesaria para la digestion
enzimatica y penetracion de la zona pellcida, 5) unirse con la membrana celular del ovocito y entrar al mismo
tiempo que el ovocito es activado, 6) bloguear la polispermia, evitando la fertilizacion por parte de un segundo es-
permatozoide. Basados en este conocimiento, advertimos que para evaluar una dosis de semen deben ser
incorporadas mas pruebas a las clasicas de viabilidad y morfologia, que abarquen aspectos funcionales de la
fertilidad potencial de los espermatozoides.

Los requerimientos funcionales deberian incluir cuantificar el nimero y la duracion de espermatozoides
almacenados en el reservorio oviductal y/o el nimero de espermatozoides en una dosis inseminarte que es
competente en los puntos 1 a 6 descriptos mas arriba.
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Evidentemente, se necesita mayor investigacion basica para identificar y calificar esta pequefia subpoblacion
de espermatozoides en una dosis inseminante. Una mejor comprension de las caracteristicas compensables
brindaria una base mas fuerte para aplicar adecuadas tasas de dilucién al semen de toros dadores.

CARACTERISTICAS NO COMPENSABLES

De manera similar, no tenemos un conocimiento total de los componentes no compensables del semen. Se
piensa que fallas en el ADN espermatico pueden causar deficiencias en la fertilizacion del ovocito o en el
progreso del embridn, llevando a pérdidas en la prefiez. Este no es un concepto nuevo, pero ha ganado
considerable interés en los uUltimos afios. Aunque no sabemos como es exactamente un espermatozoides no
compensable, se ha documentado su presencia en muestras de semen. Basicamente, a medida que aumentan los
espermatozoides morfolégicamente anormales (principalmente con anormalidades de cabeza), los componentes
no compensables también parecen aumentar. Las investigaciones actuales prometen describir mejor los
componentes no compensables a partir de dos &reas principales: 1) evaluacion del ADN espermético y 2)
mediciones mas precisas de la morfologia de la cabeza. Los trabajos que revelan menor estabilidad del ADN vy
defectos en el ADN de espermatozoides procedentes de machos con menor fertilidad son prometedores en cuanto
a permitir reconocer clinicamente esta incompetencia (espermatozoides no compensables). Muchos de estos
trabajos se han basado en la citometria de flujo y necesitan ser integrados a los sistemas actuales de evaluacion
morfolégica de las mismas células. Un trabajo reciente de Parrish y Ostemeyer mostré que pueden ser utilizados
sistemas mas objetivos para describir desviaciones, desde sutiles a mayores, en la morfologia de la cabeza
espermatica. Estas pruebas, junto con el andlisis de ADN, podrian aumentar el nivel de sensibilidad en la
cuantificacion de los componentes no compensables del semen. Una forma de medir los componentes no
compensables del semen que no puede aplicarse en condiciones de campo, es la evolucion de la FIV y el cultivo
in vitro de embriones. Utilizando estas técnicas, la aceptacion futura de un macho dador depende de la capacidad
del semen de mantener el desarrollo embrionario desde una fertilizacion in vitro hasta el cultivo de blastocisto.

CARACTERISTICAS SEMINALES Y ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS

La interaccion del macho con la dosis inseminante y su impacto sobre la tasa de prefiez ha sido revisada. La
naturaleza de esta interaccion fue recientemente comprendida. Nadir y col. demostraron, usando la técnica de
eyaculados fraccionados y 4 toros, que cuando se aumenta la dosis inseminante, la accesibilidad de los
espermatozoides al ovocito también aumenta, mejorando el nimero de espermatozoides accesorios en
ovocitos/embriones colectados 6 dias luego de la inseminacion. Sin embargo, hubo una marcada variacion entre
machos en el nimero dé espermatozoides que llegan al ovocito a altas y bajas dosis (Tabla 1).

Tabla 1. Interaccidn de la dosis inseminante y toro con el nimero
de espermatozoides accesorios por embrién/ovocito.

100 x 10” espermatozoides/ dosis
Toro fi Mediana " PromediosDS
.4 13 45 49240
B 24 10 15212
C N 52456
D R 6 24232
Toral 27 3i7=38

20 x 10° espermatozoides/ dosis
Toro o Mediana PromediosDS
s 12 34 57254
B 13 5 11225
C 10 2 2670
[ 13 Q 4=5
Total 3 2962

Claramente, el macho A mantuvo una alta accesibilidad espermatica al ovocito (alto numero de
espermatozoides accesorios) independientemente de la dosis. Mientras que los machos B, C y D fueron
adversamente afectados cuando se utilizaron dosis inseminantes menores. Esto fue interpretado como que el
macho A tiene un minimo de anormalidades compensables y podria ser usado efectivamente con muy bajas dosis
sin provocar pérdidas en la fertilidad. Contrariamente, los machos B, C y D representarian un riesgo mayor si
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fueran utilizados con dosis menores debido a deficiencias compensables de semen. Experimentos realizados en
Holanda confirmaron estas diferencias entre machos bajo condiciones de campo cuando se compararon a muy
bajas dosis. La importancia del experimento de Nadir y col. con eyaculados fraccionados es que la mayor cantidad
de espermatozoides accesorios logrados con mayores dosis inseminantes resulté en un incremento en la tasa de
fertilizacion y de la calidad embrionaria (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la inseminacion con altas (100 x 106 espermatozoides) y bajas (20 x 106 espermatozoides)
dosis inseminantes sobre la fertilizacion y calidad embrionaria. La diferencia en embriones viables
(clasificados como excelentes, buenos, regulares y pobres), degenerados e infertilizados debido
a la baja dosis fue significativa (p<0,05) n=38 para dosis alta y baja.

Las mayores tasas de fertilizaciébn fueron acompafiadas por una menor cantidad de ovocitos sin
espermatozoides accesorios. Esto indicaria que los defectos compensables fueron contrarrestados con altas dosis.
El incremento simultaneo en la calidad embrionaria asociado con el aumento de la dosis y espermatozoides
accesorios fue sorprendente (Figura 3).

Fue interpretado como un indicio que la zona pellcida de los ovocitos puede ser una efectiva barrera de
seleccion de espermatozoides competentes. EI mayor nimero de espermatozoides accesorios por embrion
indicaria mayor competencia entre espermatozoides con fertilidad potencial, favoreciendo la seleccion vy
fertilizacion por parte de los espermatozoides mas competentes. Sobre esta base, al incrementar la dosis se
compensaria algunos de los componentes no compensables. Otra forma de ver, es que las bajas dosis inseminantes
en un macho determinado con defectos no compensables (favoreciendo la menor competencia espermaética)
podrian aumentar el impacto sobre la tasa de prefiez de las deficiencias seminales.

Se piensa que ese es el caso de las hembras superovuladas en las que el acceso espermatico al ovocito es
impedido (menos espermatozoides por ovocito) y la permisividad del huevo a la penetracion espermética parece
ser mayor que en una hembra de ovulacién Unica. Generalmente se cree que para un macho determinado, las
vacas superovuladas tienen una mayor proporcion de ovocitos infertilizados y menor calidad embrionaria que las
esperadas en una hembra de ovulacién Unica inseminada con el mismo macho.

Hawk y col. demostraron que la accesibilidad espermética al ovocito (espermatozoides accesorios) y la tasa de
fertilizacion fue en gran medida debido a las altas dosis inseminantes utilizadas en las vacas superovuladas.

El minimo nimero de espermatozoides que compiten (espermatozoides accesorios) necesario para maximizar
la calidad embrionaria en una vaca de ovulacion Unica (n=800) ha sido entre 10 y 20 espermatozoides por
embrion. Una cantidad mayor de espermatozoides accesorios no tiene efecto. Basado en méas de 1.000
inseminaciones, la mediana del nimero de espermatozoides por ovocito/embrion es 3,0 y la mediana del nimero
por embrion es 5,4. Por lo tanto, las investigaciones que lograron mejorar la accesibilidad de los espermatozoides
al ovocito (mas de 10-20 espermatozoides accesorios por ovocito) resultaron en claros incrementos en las tasas de
prefiez debido a una mayor tasa de fertilizacion y una mayor calidad embrionaria.

En forma mas reciente se describi6 una interaccion potencial entre las caracteristicas seminales y el momento
de la inseminacion (relativo a la ovulacion). Este concepto ha surgido a partir de estudios que han utilizado
detectores electronicos de celo (Heat Watch) en los cuales se puede determinar con precision el inicio del estro
(primera pasividad a la monta), que esta altamente correlacionado con el momento de la ovulacién. La ovulacion
se produce a las 27,5 hs +5,4 hs luego de la primera aceptacion a la monta. Brevemente, las inseminaciones
tempranas (aproximadamente 26 hs antes de la ovulacion) resultaron en menor accesibilidad de espermatozoides
al ovocito (basado en menos espermatozoides accesorios) con una menor tasa de fertilizacién. Sin embargo, la
calidad embrionaria a partir de las inseminaciones tempranas fue mayor. Contrariamente, las inseminaciones
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tardias dentro de las tres horas de la ovulacion resultaron en mayor accesibilidad de los espermatozoides al
ovocito y concomitantemente mayor tasa de fertilizacion. Sin embargo, la calidad embrionaria fue inferior.

La prefiez Optima se lograria inseminando en el punto medio (12 hs posteriores a la primera aceptacion a la
monta). Mientras que se ha demostrado que esta practica permite lograr las mejores tasas de prefiez por IA en
condiciones de campo, lamentablemente es una solucion de compromiso entre la falla en la fertilizacion
(inseminacion temprana) y la falla embrionaria (inseminacidn tardia) (Figura 4).
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Figura 4. Basado en la deteccion radiotelemétrica de celo (Heatwatch), la figura muestra la tasa de prefiez esperada en
inseminaciones realizadas al inicio del celo, a las 12 hs y a las 24 hs posteriores con ovulaciones que ocurrieron a las
27,645,4 hs pos inicio de celo. Las inseminaciones tempranas se caracterizaron por lograr un bajo nimero de espermato-
zoides accesorios y baja tasa de fertilizacion, pero alta calidad embrionaria. Las inseminaciones tardias
llevaron a un elevado nimero de espermatozoides accesorios y altas tasas de fertilizacion, pero baja calidad
embrionaria. Sobre esta base, las tasas de prefiez 6ptimas son logradas inseminando a las 12 hs posteriores al
inicio del celo, resultante de una situacién intermedia entre fallas en la fertilizacion y fallas en la calidad embrionaria.
Se sugiere que la atencidn en la investigacion futura sea especialmente puesta en las areas indicadas en la figura.

La razon de una baja fertilizacion en la inseminacién temprana es indudablemente la vida funcional del
espermatozoide en el tracto femenino. La baja calidad embrionaria asociada con inseminaciones tardias, cercanas
a la ovulacion, seria por envejecimiento del ovocito esperando el espermatozoide o insuficiente tiempo para la
seleccidn espermaética (defectos no compensables) en el tracto reproductivo.

Si estas son razones validas para justificar la curva de la Figura 4, debemos considerar la posibilidad que
machos con diferentes niveles de defectos compensables y no compensables en su semen puedan diferir en el
momento Optimo de inseminacion para lograr las méaximas tasas de prefiez.

Esto también indicaria que nuestra mayor opcién de mejorar la fertilidad del macho a través de la investigacion
sobre preservacion de semen seria mejor probada inseminando temprano con respecto al celo, cuando la vida
espermatica es critica para la tasa de fertilizacién. Contrariamente, si los defectos seminales son no compensables,
podrian ser mejor observados inseminando tarde, momento en que la seleccién espermatica es minima (resumido
en Figura 4).

Indudablemente, el macho y la estrategia reproductiva (momento de inseminacién) deben ser considerados en
forma conjunta si realmente pretendemos predecir la fertilidad. Por lo tanto, la ecuacién de prediccion de
fertilidad esta haciéndose mas complicada.

Nuestra esperanza inicial de encontrar una prueba de laboratorio o dos que pudieran predecir la fertilidad en 1A
es demasiado simplista. Al presente, deberiamos considerar avances en la formula:

Fertilidad = macho (deficiencias compensables + deficiencias no compensables) +
espermatozoides por dosis + momento de ovulacién.

Las investigaciones futuras sobre la manipulacion hormonal de la hembra para el momento de ovulacion e
inseminacion deberian también ser consideradas como una posible interaccion con las caracteristicas seminales, y
por eso, incorporadas en la ecuacion de prediccion.

Finalmente, frecuentemente calculamos la fertilidad en base a la prefiez que realmente logramos cada vez que
inseminamos un animal. Si hemos aprendido algo en todos estos afios, es que las limitaciones para obtener una
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prefiez pueden ser debidas a fallas en la fertilizacion o por incapacidad para mantener el ovocito fertilizado o el
desarrollo embrionario. Por lo tanto, medir la prefiez como Unico indicador en la evaluacion del macho o como
control de una nueva estrategia reproductiva, continuara llevandonos por mal camino para conocer la causa del
éxito o fracaso. Saber qué ha ocurrido realmente con el semen que hemos depositado en la 1A nos daria una mejor
opinién sobre la calidad seminal y su impacto sobre la prefiez potencial. La recuperacion de ovocitos/embriones
de 6 dias de edad en forma no quirtrgica ha servido como un "biomonitor" para determinar el nimero de es-
permatozoides que compiten por la fertilizacién (espermatozoides accesorios) y el estado de fertilizacion/calidad
embrionaria (Figura 5). Aunque es un trabajo adicional, estos ovocitos/embriones son realmente biomonitores que
nos permiten diferenciar las fallas en la fertilizacién de las fallas embrionarias. Debido a que ambas se originan en
problemas diferentes, deberian ser cuantificadas y analizadas en forma separada.

Embrion de 6 dias de edad (Biomonitor)
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Figura 5. Los embriones de 6 dias de edad representan un "biomonitor" para la evaluacién de semen y estrategias
reproductivas, midiendo la accesibilidad espermatica al ovocito, la fertilizacion y la calidad embrionaria.

¢EL FUTURO?

Quiero finalizar esta presentacion comentando que las perspectivas de mejorar la fertilidad del macho en el
futuro son excelentes. Las mismas dependen de una mayor comprension de los factores que afectan las tasas de
prefiez a la A y de nuestra capacidad para predecir la misma. Los métodos sofisticados para evaluar la funcién
espermaética asi como la integridad de su ADN mejoraran nuestra comprension sobre las caracteristicas com-
pensables y no compensarles del semen. Seguramente, esta comprension llevara a una mejor evaluacion de los
métodos de criopreservacion y manipulacién seminal, tales como seleccionar células por sexo o por alta
performance reproductiva.

Sera muy importante medir cuidadosamente los avances y considerar el area en la que se producen, por
ejemplo, en la fertilizacion o en el desarrollo embrionario. Finalmente, la evaluacién del macho o de la
inseminacion debe considerar la dosis y el momento respecto al tiempo de ovulacion asi como el uso de cualquier
preparacion hormonal de la hembra para controlar la ovulacién.
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