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Introduccion

La produccién de embriones por fecundacién in vitro (FIV) ha crecido exponencialmente en los ultimos 10 afios.
Segun el ultimo reporte de datos publicado por la IETS en el afio 2021 (Sociedad Internacional de Tecnologias
embrionarias) la produccion de embriones de FIV ha ascendido a 1.521.018 respecto a los 386.374 producidos por
latécnica de MOET (multiovulacidony transferencia embrionaria) (Viana, 2022).

El éxito de los sistemas de FIV depende de varios factores, entre estos el estado y la calidad del semen utilizado
podria jugar un rol preponderante. Durante el proceso de fecundaciéon los espermatozoides deben emular los
mismos cambios fisicos y bioquimicos que suceden normalmente en el tracto reproductivo de la hembra
(Georgadaki y col., 2016). Esta serie de cambios son inducidos por los componentes del medio de FIV (Brackett y
Oliphant., 1975). No obstante, alteraciones que afecten la viabilidad de estos espermatozoides pueden reducir
drasticamente el éxito del proceso de fecundacién. Frente a esta situacion se recurre a la evaluacién de calidad
seminal mediante la determinacién de vigor, porcentaje de motilidad progresiva, espermatozoides vivos,
anormales relacionados positivamente con la fertilidad a campo (Kjaestad y col., 1993). Sin embargo, en produccion
de embriones por FIV se observa de manera empirica variacion en la produccion de embriones segun el padre
utilizado a pesar de ser este considerado apto.

Debido a esto, en el presente trabajo se ha estudiado el impacto de la variabilidad del semen en la eficiencia de la

produccioninvitroy surelacion con los resultados de analisis de la calidad.

Metodologia

En el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la EEA INTA Mercedes se analizaron muestras comerciales
congeladas de 5 toros Braford a fin de evaluar la relacion entre calidad seminal y produccion de embriones in vitro.
Para esto se evalud larelacién entre los resultados de calidad seminal, la velocidad de desarrollo y el % de embriones
producidos. Para esto las pajuelas de semen fueron descongeladas en bafio maria a 37 °Cy luego su contenido fue
dividido en 2 partes. Una parte fue destinada a analisis de calidad seminal donde se registré la motilidad progresiva
(PM) yvigorindividual (IV) alas 0y 2h y porcentaje de espermatozoides vivos (AS) y anormales mediante extendido
desemeny coloracién vital de Eosina-Nigrosina. La segunda porcion de semen fue sometida a lavados a fin de retirar
los crioprotectores y utilizada para fecundar ovocitos bovinos previamente madurados. Para esto, 24 horas antes se
obtuvieron complejos cumulus ovocitos a partir de ovarios de matadero. Estos fueron madurados in vitro en medio
TCM 199 durante 22 h. La fecundacién se realiz6 en medio BO (Brackett y Oliphant, 1976) con 16x10°
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espermatozoides/ml/5h con muestra completa. Posteriormente, el cultivo embrionario se realizé en SOF
suplementado con 2,5% de suero fetal bovino durante 7 dias a 38,5 °Cy 6,5 % de CO2. Para evaluar el desarrollo
individual, 20 presuntos cigotos pertenecientes a cada grupo se cultivaron individualmente en el sistema WOW
(well of the well o micro-pozos), de forma paralela se mantuvo un cultivo de gotas convencional como control. La
escisiony el nUmero de blastdmeros se registraron de 20a 26 y 48 horas después de la FIV y las tasas de blastocistos

sedeterminaroneneldia7 (Foto1).

f—"
Foto 1. Embriones de 4y 8 células (A) y blastocisto (B) cultivados en sistema WOW, en grupo de 20
individuos para seguimiento individual.

Resultados y discusion

Luego de la fecundacidn se inician complejos procesos que intervienen en la unidn de las gametas. Debido a esto, el
primer ciclo celular previo a la primera divisidn celular o clivaje es el mas largo que los subsiguiente. No obstante, se
ha demostrado que aquellos embriones que comienzan a desarrollar antes de las 26 horas luego del inicio de la
fecundacién (FIV) poseen altas probabilidades de llegar hasta el estadio transferible de blastocisto (Somfai y col.,
2010). En este trabajo la velocidad de clivaje resulté variable entre los padres analizados. Luego de 26 horas post FIV,
los padres A, Cy D mostraron alrededor del 50% de embriones que desarrollaron entre 2 y 4 células, mientras que los

padresByE estonosuperdel 10% (Figura 1).
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El porcentaje de clivaje a las 26 y 48 horas fueron estadisticamente inferiores en dos de las muestras evaluadas.
Dichos padres no generaron blastocistos a dia 7 (Tabla 1). Esta variabilidad entre toros en la capacidad de generar
embriones puede deberse al tiempo demandado en producirse la penetracién y formacién de prontcleos (Aoyagiy

col.,1988).
Tabla 1. Clivaje y blastocistos logrados con 5 toros en sistema de cultivo con seguimiento
individual y control convencional en gota.

N Clivaje (%) Blastocistos (%)
Toros
WOW Gotas WOW 26 h WOW 48h Gota wow Gota
A 40 24 19 (48)a 23 (58)a 13 (54)a 5(13) 9 (38)
B 40 36 4 (10)b 7 (18)b 4(11)b 0(0) 0(0)
C 40 44 17 (43)a 29 (73)a 27 (61)a  12(30) 12 (27)
D 40 36 20 (50)a 26 (65)a 21(58)a  13(33) 15 (42)
E 40 44 1(3)b 2 (5)b 1(2)b 0(0)b 0(0)

a, b: letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En este trabajo no se encontré correlacién entre el porcentaje de clivaje y de blastocistos producidos, a diferencia de
otros reportes donde se selecciond el semen mediante la técnica de swim up (Zhangy col., 1999). En parte puede
deberse al toro A, el cual demostro tasas de clivaje medianas a altas, pero gran variacion en las tasas de blastocistos
producidos.

Los analisis de calidad mostraron valores similares para porcentaje de espermatozoides vivos, anormalidades
espermaticas, motilidad progresiva y vigor individual a la hora 0. Luego de 2h de incubacion se registraron pérdidas
de motilidad y vigor. No se encontré correlacion entre las variables de calidad del semen vy las tasas de embriones, al
igual que trabajos similares donde han realizado seleccion espermatica con swim up (Zhang y col., 1999). Sin
embargo, cuando la seleccidon espermatica se realiza utilizando gradiente de fases, se ha observado correlacion
superior al 50% R*>0.5 (Tanghey col., 2002).

Tabla 2. Variables indicadoras de calidad seminal en 5 toros utilizados para fecundacién in

vitro
MP Vi
Vivos AE MPOh MP 2h VI Oh VI 2h
Toros conservada conservado
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
PM (%) IV (%)

A 38 9 58 28 48 4 2.2 55
B 35 12 43 0 0 3 0 0
C 34 12 65 15 23 4.2 1.2 29
D 40 11 65 33 51 4.5 3.5 78
E 42 12 65 32 49 3.8 2.3 61

AE: anormalidades espermaticas; MP: motilidad progresiva; VI: vigor individual.
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Consideraciones finales

El resultado favorable del analisis de calidad seminal de la pajuela descongelada no es un factor predictor del éxito
de produccion de embriones in vitro cuando se aplican protocolos sin seleccidon espermatica.

Esta dificultad para generar embriones aptos puede tener diferentes origenes, resta evaluar en el futuro la
posibilidad de mejorar este desempeno mediante la utilizacion de técnicas de seleccion o pre-incubacion.

La produccion de embriones in vitro es cada vez mas utilizada a nivel mundial. En los Ultimos 5 afios el nimero de
laboratorios dedicados a la produccion de embriones in vitro se ha multiplicado de manera exponencial en
Argentina. Debido a esto, es importante realizar trabajos de investigacidn de esta indole, que generan respuestas a

interrogantes que se presentan frecuentemente en la practica.
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