
LA EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD FECUNDANTE DE LOS ESPERMATOZOIDES PORCINOS 
MEDIANTE LA FECUNDACIÓN IN VITRO.

Joaquín Gadea Mateos
Dept. Fisiología
Facultad de Veterinaria - Universidad de Murcia
Publicado en Invest. Agr.: Prod. Sanid. Admin. 16: 63-78. 2001

Introducción

En el campo de la reproducción porcina se ha producido en los últimos años un gran desarrollo en las 
técnicas de gestión y control reproductivo que han ido íntimamente unidas a la aplicación de la inseminación 
artificial. Esta técnica ha permitido la máxima utilización del potencial genético de reproductores de alto valor, 
ha sido una herramienta fundamental en la prevención y lucha contra las enfermedades porcinas 
(Phillpott, 1993) y ha supuesto, en definitiva, un mejor control de todo el proceso reproductivo (Hurtgen, 1986).
En la aplicación de las técnicas de inseminación artificial porcina se han realizado numerosos e importantes 
avances, lo que ha permitido alcanzar una amplia difusión en las explotaciones con unos resultados 
equiparables o superiores a los obtenidos con la monta natural (Colenbrander y cols., 1993). Sin embargo, 
quedan aún importantes temas en los que es posible trabajar para mejorar los resultados productivos. Entre 
ellos se incluyen la crioconservación del semen, cuya eficacia debe ser optimizada (revisado por Johnson, 
1985; Bwanga, 1991), y la mejora de los métodos de evaluación del semen (Hammerstedt, 1996). 
En este sentido, la calidad del eyaculado ha sido tradicionalmente evaluada con el espermiograma clásico, 
que está basado en la aplicación de una serie de pruebas de una ejecución relativamente simple y que pueden 
ser realizadas con un coste moderado. 

En el análisis rutinario se incluye un examen macroscópico y microscópico del eyaculado en los que se mide 
el volumen, la concentración, la motilidad, el estado del acrosoma y las morfoanomalías espermáticas. 
En el trabajo diario en los centros de inseminación artificial se detectan animales que tienen una fertilidad 
reducida y que al realizar un análisis de rutina presentan un espermiograma anormal. Sin embargo, en otras 
ocasiones se presentan espermiogramas normales correspondientes a verracos subfértiles. Por ello, ninguno 
de los parámetros del espermiograma clásico por sí solo parece ser suficiente para predecir adecuadamente 
la fertilidad, aunque la información combinada de todos ellos ofrece una buena estimación de la calidad seminal 
(Woelders, 1991). 

Para dar una solución a este problema se han desarrollado nuevas técnicas que pretenden alcanzar un mejor 
conocimiento de la célula espermática. Con este objetivo se puede evaluar la estructura y funcionalidad del 
espermatozoide. El estudio de la membrana parece ser un buen procedimiento para evaluar la funcionalidad 
del gameto masculino, ya que ésta interviene activamente en la mayoría de las fases del proceso reproductivo. 
La membrana puede ser estudiada desde el punto de vista estructural mediante la utilización de tinciones, o 
bien valorar su funcionalidad, para lo que se ha aplicado el test hipoosmótico (Jeyendran y cols., 1984; 
Vázquez y cols., 1997) y distintas técnicas con fluorocromos permiten evaluar la funcionalidad espermática 
(Harrison y Vickers, 1990; Garner y Johnson, 1995).

Los estudios bioquímicos se desarrollaron con la intención de tener una medición objetiva y fácilmente reproducible 
de la calidad seminal y que fueran reflejo de su actividad funcional. Se han realizado estudios metabólicos y 
enzimáticos, cuantificándose los diferentes componentes químicos presentes en el eyaculado y que pueden 
condicionar la actividad del espermatozoide como el contenido en iones, la liberación de enzimas, el contenido 
de ATP, etc. (Strzezek y Skaweta, 1984; Ciereszko y cols., 1994; Saiz y cols., 1994; Gadea y cols., 1998). 

Por otra parte, el estudio del núcleo del espermatozoide permite valorar la madurez y la estabilidad del mismo, 
condiciones necesarias para que pueda llegar a producirse la descondensación cromosómica y la singamia. 
Estos estudios se desarrollaron cuando se asociaron problemas de fertilidad con alteraciones de la estructura 
del núcleo (Evenson y cols., 1994). Estas alteraciones del núcleo han sido clasificadas como factores incompensables 
de la fertilidad (Saacke y cols., 1994), ya que no es posible mejorar la fertilidad aumentando el número de 
espermatozoides por dosis de inseminación
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Los procesos de capacitación y reacción acrosómica son pasos fundamentales en la fecundación. Por ello, se ha 
realizado un importante esfuerzo en estudiar los mecanismos íntimos que regulan estos procesos y que aún son en 
parte poco conocidos (Barboni, 1994; Harrison, 1996).

Hasta la fecha, el método más preciso para predecir la fertilidad podría consistir en determinar la capacidad de los 
espermatozoides para penetrar ovocitos en un sistema in vitro (Bavister, 1990). Primeramente se desarrollaron 
sistemas basados en la penetración de ovocitos de hámster libres de zona pelúcida, principalmente diseñados para 
evaluar los espermatozoides humanos (Yanagimachi y cols., 1976). Este método se ha convertido en una buena 
herramienta para valorar la capacidad fecundante en la mayoría de las especies. Sin embargo, esta prueba no valora 
fases fundamentales del proceso de penetración del ovocito como son el reconocimiento, la unión y la penetración de 
la zona pelúcida. Por tanto, parece lógico pensar que con la utilización de un test de penetración de ovocitos homólogos 
se obtendrían unos resultados más ajustados a la realidad, ya que permitiría el estudio de todas las fases del proceso 
de fecundación. 

En los últimos años se han llevado a cabo diversos estudios utilizando ovocitos homólogos para evaluar la capacidad 
fecundante del eyaculado porcino. La posibilidad de utilizar ovocitos inmaduros en los sistemas de fecundación con unas 
tasas de penetración equivalentes a las de ovocitos maduros (Martínez y cols., 1993) supone facilitar en gran medida este 
estudio, ya que se puede disponer de un gran número de ovocitos a partir de hembras prepúberes sacrificadas en los 
mataderos comerciales. Por otra parte también se han utilizado sistemas de fecundación de ovocitos madurados in vitro 
que permiten evaluar otros pasos del proceso como la formación del pronúcleo o las tasas de división embrionaria y 
formación de blastocistos (revisado por Larsson y Rodríguez Martínez, 2000). El objetivo del presente trabajo es revisar 
los diversos métodos disponibles para evaluar la capacidad fecundante de los espermatozoides porcinos haciendo una 
especial mención al uso de los sistemas de fecundación in vitro para tal fin.

Conceptos de capacidad fecundante y calidad seminal.

La capacidad fecundante de los espermatozoides se ha definido como la habilidad que tienen estas células para fecundar 
un ovocito fisiológicamente normal y estructuralmente intacto (Yanagimachi, 1994). Sin embargo, tras esta sencilla 
definición hay un complejo proceso que incluye una serie de fases en las que el espermatozoide debe presentar las 
cualidades adecuadas para poder fecundar el ovocito tales como la unión con la zona pelúcida, el desencadenamiento 
de la reacción acrosómica, la penetración de la zona pelúcida, la unión con la membrana plasmática del ovocito y la fusión 
con dicha membrana (Berger, 1996). 

Por calidad seminal se entiende el conjunto de parámetros que caracterizan la viabilidad de la célula espermática. 
En un principio se hacía referencia a los caracteres que definen la morfología y el movimiento de los espermatozoides 
(Larsson, 1986), pero posteriormente se le han añadido otra serie de parámetros que tienen por objetivo cuantificar de 
algún modo la funcionalidad del espermatozoide (Berger y cols., 1996) o la contaminación microbiana del mismo 
(Johnson y cols., 2000).

La mayoría de los análisis in vitro utilizados hasta el momento ofrece información sobre la calidad seminal, que es 
fundamental para los estudios en general de la fisiología del espermatozoide y en particular para la conservación del 
semen. Sin embargo, lo realmente importante para el sector productivo porcino es el estudio de los caracteres 
relacionados con el proceso de fecundación, es decir la determinación in vitro de la capacidad fecundante de los 
eyaculados in vivo (Woelders, 1991). 

La evaluación de la calidad seminal es una parte importante y un punto crítico en el proceso de la inseminación artificial, 
ya que en muchos casos, verracos asociados con una fertilidad reducida presentan alteraciones detectables mediante un 
examen rutinario del semen. No obstante, aunque es necesaria una buena calidad seminal para alcanzar unos niveles de 
fertilidad aceptables, no todos los eyaculados con buena calidad seminal mantienen niveles de fertilidad dentro de la 
normalidad (Berger y Parker, 1989; Martínez y cols., 1993).

La posibilidad de predecir la capacidad fecundante de un eyaculado mediante los análisis in vitro es un problema que 
hasta la fecha no ha sido resuelto adecuadamente (Hammerstedt, 1996). Algunos autores proponen como causa de la 
inconsistencia de los resultados conseguidos, la evaluación de un número relativamente reducido de células, la gran 
influencia de la subjetividad del observador y la alta variabilidad que presentan muchos análisis seminales (Graham y cols., 
1980; Evenson y cols., 1994; Saacke y cols., 1994). Además, el número de espermatozoides aplicados en cada 
inseminación es un factor muy importante a la hora de evaluar la fertilidad y su relación con los parámetros de calidad 
seminal (Saacke, 1984; Saacke y cols., 1988; Fearon y Wegener, 2000).



En las especies domésticas, las tasas de fertilidad y prolificidad se incrementan cuando se aumenta el número de 
espermatozoides en la dosis de inseminación, hasta llegar a un nivel en el que un incremento en el número de células 
no aumenta la proporción de ovocitos que se van a fecundar (Salisbury y Vandemark, 1961). Diversos autores han 
propuesto funciones matemáticas para describir la relación entre el número de espermatozoides y la tasa de fertilidad 
(Van Duinj, 1964; Schwartz y cols., 1981). Sin embargo, hay que tener en cuenta que hay algunas características del 
espermatozoide como son las aberraciones cromosómicas, los daños en el ADN o las alteraciones de la estructura de 
la cromatina (Evenson y cols., 1980; Ballachey y cols., 1988; Evenson y cols., 1994) que determinan la inviabilidad en 
el desarrollo embrionario aún cuando la fecundación del ovocito se haya producido. Las alteraciones de este tipo no 
pueden ser compensadas con un incremento del número de espermatozoides en la dosis de inseminación (Des Daas, 
1992). Por este motivo, Saacke y cols. (1994) clasifican los parámetros seminales en dos categorías: compensables e 
incompensables.

La mayoría de los parámetros clásicos evaluados en el análisis seminal hace referencia a la capacidad del 
espermatozoide para alcanzar y fecundar el ovocito, de manera que las alteraciones de estas características pueden 
ser compensadas aumentando el número de espermatozoides en la dosis de inseminación. Los factores 
compensables son cada vez menos importantes cuando se alcanzan valores próximos a la fertilidad máxima, ya que 
cuando se llega a estos niveles el incremento de la fertilidad ya no está limitado por el número de espermatozoides, 
sino que depende de la presencia de suficiente número de ovocitos en el momento adecuado para ser fecundados y 
de la calidad de los gametos que asegure un buen desarrollo embrionario (Woelders, 1991). Las dosis de 
inseminación artificial normalmente utilizadas en la especie porcina (3 
109 espermatozoides) pueden estar próximas a los niveles de máxima fertilidad y quizás ésta sea la causa de que las 
correlaciones descritas entre las características seminales y la fertilidad sean bajas (Larsson, 1985).

Estimación de la fertilidad in vivo mediante pruebas de campo

El mejor sistema de estimar la fertilidad de los verracos es la evaluación de los datos de la propia fecundación in vivo 
midiendo el número de partos y el tamaño de las camadas resultantes de la inseminación de un número suficiente de 
hembras (Foote, 1988). Hemos de tener en cuenta que en la fertilidad de la hembra influye un gran número de 
factores, entre los que se incluyen: la estación reproductiva, el nivel de nutrición de la cerda, el número de partos y la 
duración de la lactación (revisado por Clark y cols., 1989). La acción de todos estos factores supone que en los 
estudios de fertilidad haya una alta variabilidad atribuible a la hembra y por tanto es necesario inseminar un número 
elevado de animales para poder alcanzar niveles de significación adecuados (Amann, 1989). Esto hace que los 
ensayos in vivo lleven asociados largos tiempos de estudio hasta obtener resultados (Foote, 1988), suponiendo un 
coste muy elevado por el mantenimiento de las reproductoras y un retraso considerable en la obtención de la 
información. Durante este período de tiempo se pueden producir cambios substanciales en la fertilidad del macho 
motivados por diversos factores (revisado por Larsson, 1985).

Para reducir el tiempo de estudio necesario para medir la fertilidad se ha usado la evaluación de embriones recogidos 
después de unos días postinseminación (Obonyo y cols., 1992; Warberski y cols., 1994a; Garner y cols., 1996), el 
estudio ecográfico de las hembras que confirme la gestación o la tasa de no retorno al estro (Strzezek y Skaweta, 
1984), en vez de las tasas de partos y el tamaño de la camada (Galli y Bosisio, 1988). Los test de fertilidad 
heterospérmicos se desarrollan como una alternativa a los clásicos test homospérmicos a partir de los estudios 
realizados por Beatty en la década de los 50, primeramente en el conejo (Beatty, 1957 y 1960) y posteriormente en el 
ganado bovino (Beatty y cols., 1969), porcino (Pursel y cols, 1984; Berger y Parker, 1989; Hammitt y cols., 1989; 
Berger y cols., 1996; Stahlberg y cols., 2000), ovino (Choudhry y cols., 1995) y caprino (Berger y cols., 1994). Este tipo 
de prueba se basa en la inseminación de una hembra con una dosis seminal heterospérmica, resultado de la suma de 
un mismo número de espermatozoides de dos o más reproductores. De esta manera, situamos a los espermatozoides 
en un sistema de competición donde sólo un espermatozoide, presumiblemente el procedente del eyaculado más 
fértil, fecundará el ovocito (Berger, 1995). Aun cuando el test heterospérmico requiere la inseminación de un número 
menor de reproductoras y en consecuencia menores costes de mantenimiento para obtener niveles de precisión 
similares, éste necesita de un tiempo de estudio equiparable al de los tests homospérmicos y en consecuencia sólo 
puede ser aplicado a un número reducido de verracos (Saacke, 1984).
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compensables son cada vez menos importantes cuando se alcanzan valores próximos a la fertilidad máxima, ya que 
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los niveles de máxima fertilidad y quizás ésta sea la causa de que las correlaciones descritas entre las características 
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Estimación de la fertilidad in vivo mediante pruebas in vitro

Debido a los altos costes y los problemas que conllevan los test in vivo, se ha realizado y se continúa realizando un 
importante esfuerzo en el estudio de la célula espermática con el objetivo principal de encontrar una prueba in vitro de 
fácil realización y de coste reducido que permita predecir la fertilidad in vivo de un eyaculado con un cierto rigor. El 
hecho de que se hayan desarrollado innumerables técnicas de análisis del semen indica que hasta el momento no se 
ha llegado a alcanzar una técnica con una precisión satisfactoria. En la mayoría de los casos estas técnicas 
únicamente pueden explorar una faceta del proceso reproductivo, y esto sólo permite dar una información parcial del 
potencial del espermatozoide. Aun así, la información que nos reportan permite detectar eyaculados con baja calidad 
seminal que difícilmente tendrán una buena fertilidad, aunque no podemos asegurar que una buena calidad seminal 
esté siempre asociada a una buena fertilidad (Berger y Parker, 1989; Martínez y cols., 1993). Una alternativa 
interesante es la de utilizar pruebas in vitro combinadas que evalúan varias características seminales, al estudiar con 
mayor amplitud la viabilidad espermática, lo que puede ofrecer una mayor precisión (Graham y cols., 1980; Wilhelm y 
cols., 1996).

Las características seminales varían ampliamente tanto entre diferentes verracos como entre diferentes eyaculados de 
un mismo verraco (Clark y cols, 1989). Un número importante de factores puede influir en la producción espermática y 
provocar variaciones en la calidad seminal y en su capacidad fecundante. Entre estos destacamos la estación 
(Grabner y cols., 1986; Galli y cols.,1991; Gerfen y cols., 1994), el nivel de nutrición (Colenbrader y Kemp, 1990), la 
raza (Graham y cols., 1967; Galli y cols., 1991; Gerfen y cols., 1994), la edad (Larsson, 1986) y el estado sanitario 
(Philpott, 1993). Durante mucho tiempo se ha realizado un análisis rutinario del semen como la única herramienta para 
valorar los eyaculados (Chan y cols., 1985). En este examen rutinario se incluye la valoración del número de células 
presentes en el eyaculado, el estudio de la motilidad y su morfología. Se caracteriza por la utilización de una serie de 
técnicas de simple ejecución y con un coste relativamente bajo, que ha permitido su amplia difusión en los centros de 
inseminación artificial. Por contra, presenta unas tasas de correlación con la fertilidad generalmente bajas (McClure y 
Tom, 1991).



En cuanto a los parámetros de volumen y concentración espermática hemos de considerar que la presencia de 
eyaculados de verracos con un bajo volumen y una escasa concentración está asociada a una baja fertilidad, hecho 
que puede derivarse de un defecto en la espermatogénesis o de una sobreutilización del macho (Larsson, 1986; 
Martínez y cols., 1992). Hemos de tener en cuenta que la frecuencia de eyaculación tiene un efecto significativo tanto 
en la concentración como en el volumen del eyaculado, así como en otros parámetros de calidad seminal 
(Colenbrander y Kemp, 1990). La motilidad es un buen indicador del metabolismo celular y de la funcionalidad de la 
membrana espermática, sin embargo la relación con la fertilidad no es estrecha (Woerlders, 1991). Se han 
desarrollado los sistemas de análisis computerizado de la motilidad (CASA) que han permitido estudiar los parámetros 
del movimiento espermático (velocidad, movimiento lateral, etc.) (Holt y cols., 1997). La relación entre la motilidad y la 
fertilidad está sumida en una continua controversia (Pursel y cols., 1984; Strezezek y Skaweta, 1984; Aalbers y cols., 
1985; Martínez y cols., 1986; Berger y Horton, 1988; Galli y Bosisio, 1988; Berger y Parker, 1989; Gerfen y cols., 1994; 
Waberski y cols.,1994). Una posible causa de la discrepancia en los resultados se basa en que los estudios se 
realizan en condiciones experimentales con diferentes métodos de valoración de la motilidad, diferentes tratamientos 
de conservación del semen (fresco, diluido y congelado) y con diferencias en el número de espermatozoides en las 
dosis con las que se inseminan las reproductoras. Estas mismas diferencias en los resultados han sido obtenidas en 
el ganado vacuno donde la relación entre la motilidad y la fertilidad varía en los diferentes estudios entre un valor de r 
próximo a 0 hasta valores de 0,6 (Graham y cols., 1980). En la especie porcina, la relación entre en el número de 
morfoanomalías y los resultados reproductivos ha sido estudiada en varios ensayos, encontrando una relación inversa 
entre el aumento del número de formas anormales y la fertilidad (Larsson, 1985; Martínez y cols., 1986; Galli y 
Bosisio, 1988; Waberski y cols., 1990; Zeuner, 1992; Waberski y cols., 1994; Gadea y cols., 1998).
El análisis clásico de la motilidad, de las morfoanomalías, del estado del acrosoma y las pruebas que valoran la 
funcionalidad espermática permite predecir los eyaculados que dan lugar a una fertilidad muy reducida, sin embargo 
no son capaces de discriminar entre eyaculados de fertilidad moderada de aquellos que dan lugar a una fertilidad 
elevada (Gadea y cols., 1998).

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

Análisis de la interacción ovocito-espermatozoide. Sistemas de fecundación in vitro.
Sólo los métodos que incluyen el estudio de la interacción con ovocitos vivos pueden proporcionar una información 
inequívoca de la capacidad fecundante de los espermatozoides (Bavister, 1990). Entre ellos podemos diferenciar los 
ensayos que miden la unión de los espermatozoides a la zona pelúcida, los tests heterospérmicos y los ensayos 
basados en la fecundación in vitro.

Tests de unión a zona pelúcida.
El reconocimiento bioquímico y la unión entre las membranas espermáticas y los receptores de la zona pelúcida son 
pasos necesarios previos a la penetración del ovocito (Yanagimachi, 1981), de manera que el estudio de los procesos 
de unión puede explicar una fase muy importante del proceso de fecundación. Para ello se exponen las zonas 
pelúcidas a espermatozoides capacitados y se evalúa el número de espermatozoides totales fijados a la zona (valor 
absoluto). 
En porcino, Berger y cols. (1989) optimizan las condiciones del ensayo y detectan variaciones en el número de 
espermatozoides unidos a la zona entre distintos verracos y entre eyaculados de un mismo verraco. Del mismo modo, 
Ivanova y Mollova (1993) encuentran diferencias significativas en el número de espermatozoides unidos a la zona 
entre grupos de verracos fértiles y subfértiles. Lynham y Harrison (1998) desarrollan un sistema con ovocitos 
conservados que facilita en gran medida el test de unión a la zona. El test de hemizona es una variante del test de 
unión a la zona y del mismo modo que éste fue desarrollado como una herramienta diagnóstica de la capacidad 
fecundante de los espermatozoides en la especie humana (Burkman y cols., 1988). En esta técnica se obtienen dos 
hemizonas por microsección del ovocito lo que permite disponer de dos superficies con una funcionalidad equivalente 
a la zona pelúcida intacta, una será utilizada por el control y otro por la muestra problema, de manera que el resultado 
es un índice (valor relativo). Esta metodología ha sido utilizada con espermatozoides de la especie humana 
(Coddington y cols., 1990), de caballo (Fazeli y cols., 1993), vacuno (Fazeli y cols., 1997; Zhang y cols., 1998), perro 
(Ström Holst y cols., 2000), ovino (Pérez Pe y cols., 2000) y de verraco (Fazeli y cols., 1995). Tanto Coddington y cols. 
(1991) en la especie humana, como Fazeli y cols. (1993) en el caballo y Fazeli y cols. (1997) en el vacuno, describen 
cómo el número de espermatozoides unidos a la zona es superior en los individuos fértiles que en los subfértiles.



Test de fecundación in vitro heteroespecíficos. Test de penetración de ovocitos de hámster libres de zona 
pelúcida (SPA).

El test de penetración espermática introducido por Yanagimachi en 1972 valora la capacidad de los espermatozoides 
para penetrar un ovocito de hámster libre de zona pelúcida y llevar a cabo el proceso de descondensación nuclear. 
Este test se ha utilizado ampliamente en la especie humana (Rogers, 1985) debido a las implicaciones éticas que 
supone la utilización de ovocitos humanos en los tests homoespecíficos. Del mismo modo se ha adaptado a un 
número imp ortante de especies: roedores (Hanada y Chan, 1976), conejo (Hanada y Chan, 1978), porcino (Imai y 
cols., 1980), vacuno (Brackett y cols., 1982), equino (Brackett y cols., 1982; Wilhelm y cols., 1996), caprino (Berger y 
cols., 1994), ovino (Choudhry y cols., 1995) y felinos (Andrews y cols., 1992).
En la especie porcina, Imai y cols. (1977) describen por primera vez la penetración de ovocitos de hámster con 
espermatozoides de verraco; posteriormente Clarke y Johnson (1987) analizan la relación con la calidad seminal, pero 
son los trabajos de Berger los que establecen las condiciones óptimas para la realización del test (Berger y Horton, 
1988) y demuestran una buena correlación con la fertilidad in vivo medida con un test heterospérmico, que alcanzan 
valores de r = 0,89 (p < 0,003) para el número de ovocitos penetrados y r = 0,78 (p < 0,03) para el número de 
espermatozoides por ovocito penetrado (Berger y Parker, 1989). Por otra parte, Hammitt y cols. (1989), utilizando 
semen congelado en un ensayo heterospérmico, encuentran una correlación significativa entre el índice de fertilidad, 
el número de espermatozoides unidos a la zona (r = 0,64) y el porcentaje de ovocitos penetrados (r = 0,75), aunque no 
encuentran relación con el número de espermatozoides por ovocito. Este test estudia una parte muy importante de los 
procesos que llevan a la fecundación de los ovocitos, como son la inducción de la capacitación espermática y la 
reacción acrosómica con la liberación de enzimas hidrolíticas, la unión a la membrana plasmática del ovocito, así
como el fenómeno de la descondensación de la cabeza espermática (Yanagimachi, 1984). No obstante, en la 
utilización de este test se obvian dos procesos igualmente determinantes: el reconocimiento y fijación a la membrana y 
la penetración de la zona pelúcida. Esta última fase parece ser una de las barreras más difíciles que el 
espermatozoide debe atravesar antes de conseguir la penetración del ovocito, por lo que se sugiere que aquel 
espermatozoide que atraviesa esta zona será probablemente fértil (Codde y Berger, 1995).

Test de fecundación in vitro homoespecíficos.

La utilización de ovocitos y espermatozoides homoespecíficos en un sistema artificial permite analizar con gran detalle
todas las fases del proceso de fecundación, que obviamente no pueden ser explorados por las técnicas antes 
descritas. Por ello, se ha sugerido que sería un método más adecuado para poder predecir la capacidad fecundante 
de los espermatozoides (Howard y cols., 1991).

En los denominados ensayos de penetración se pueden evaluar los procesos de unión y penetración de la zona 
pelúcida, en la que tiene una destacable importancia la hiperactivación de la motilidad. Ésta se produce en el lugar de 
fecundación y se caracteriza por un patrón de movimiento específico del flagelo, que se traduce en un desplazamiento 
rápido del espermatozoide (Yanagimachi, 1994). Este fenómeno está relacionado con diversas funciones entre las que 
se han descrito el facilitar el encuentro con el ovocito en la luz oviductal, favorecer el paso entre sustancias viscosas, 
como las secreciones mucosas presentes en el oviducto y la matriz del cumulus oophorus, y favorecer la penetración 
de la zona pelúcida (Stauss y cols., 1995).

Para llevar a cabo el proceso de fecundación in vitro se han utilizado ovocitos de diferentes procedencias: ovocitos 
madurados in vivo y obtenidos por laparotomía (Coy y cols., 1993a y 1993b); ovocitos madurados in vitro (Coy y cols., 
1999) y ovocitos inmaduros (Martinez y cols., 1993; Matas y cols., 1996).

Los sistemas de fecundación in vitro han ido mejorando en los últimos años mediante el estudio de los factores que 
pueden influir en los resultados finales, como son la fracción del eyaculado utilizada (Xu y cols., 1996), el número de 
espermatozoides utilizados (Foxcroft y cols., 1995), las características del semen utilizado (Gadea y Matás, 2000), la 
presencia de células del cumulus (Matás y cols., 1996, Campos y cols., en prensa), el tiempo de cocultivo (Coy y cols., 
1993b; Martínez y cols., 1996) o el tamaño de los ovocitos utilizados (Matás y cols., 1996).
La posibilidad de utilizar ovocitos inmaduros permite reducir los costes y el tiempo necesario para llevar a cabo los 
estudios de fecundación in vitro. Mattioli y cols. (1990) demuestran por primera vez que los ovocitos inmaduros 
pueden ser penetrados aunque el espermatozoide que ha penetrado en el ovocito inmaduro es incapaz de 
descondensar su material nuclear, como consecuencia de la inmadurez del citoplasma del ovocito. Esta posibilidad 
permite plantear el test de penetración de ovocitos inmaduros como una vía para testar la capacidad fecundante de los 
espermatozoides porcinos (Martínez y cols., 1993; Matas y cols., 1996; Gadea y cols., 1998).



En el ganado vacuno se han descrito diferencias en las tasas de penetración asociadas a diferencias individuales 
(Iritani y cols., 1978), lo que ha permitido analizar la correlación entre las tasas de fecundación in vitro e in vivo con 
unos resultados muy interesantes (Marquant-Le Guienne y cols., 1990; Shamsuddin y Larson, 1993; Zhang y cols., 
1997). En el ganado porcino se ha estudiado la influencia individual sobre los resultados de fecundación en distintos 
trabajos; así Berger y Parker (1989), utilizando el test de penetración de ovocitos de hámster libres de zona pelúcida 
(SPA) y el test heterospérmico, detectan diferencias individuales, así como Nagai y cols. (1988) utilizando semen 
congelado. Por otra parte Martínez y cols., (1993) verifican el efecto del verraco en un sistema basado en la utilización 
de ovocitos inmaduros. En sistemas de fecundación de ovocitos madurados in vitro se describen diferencias entre 
verracos tanto en las tasas de penetración (Wang y cols., 1995; Xu y cols., 1996; Long y cols., 1999) como en las 
tasas de polispermia (Foxcroft y cols., 1995). Del mismo modo se han descrito diferencias entre las fracciones del 
eyaculado de un mismo verraco (Xu y cols., 1996).

La correlación entre la fertilidad y los resultados de estos tests ha sido estudiada en un número reducido de trabajos. 
Así, Flowers (1997) y Xu y cols. (1998) proponen sistemas de ovocitos madurados in vitro como medio para predecir 
la capacidad fecundante. Xu y cols. (1998) obtienen una buena correlación entre la prolificidad y la tasa de formación 
potencial de embriones (ovocitos penetrados por un solo espermatozoide y con formación del pronúcleo masculino). 
Sin embargo, no encuentran una relación significativa con la fertilidad. Por otra parte, utilizando sistemas con ovocitos 
inmaduros se ha obtenido una alta correlación entre la tasa de penetración y el número de espermatozoides con la 
fertilidad (tasa de partos) y con el tamaño de la camada (Gadea y cols.,1998; Martínez y cols, 1998). También se ha 
detectado una correlación elevada (Gadea y cols., en prensa) entre la tasa de penetración de ovocitos en un sistema 
con ovocitos madurados in vitro y la fertilidad obtenida tras la inseminación artificial con semen congelado-
descongelado. Estos resultados preliminares sugieren que las técnicas FIV pueden ser muy eficaces para la 
evaluación, con una alta precisión, de nuevos procesos de congelación, de un lote de semen congelado antes de ser 
exportado, etc...

En cuanto a los verdaderos tests de fecundación, éstos miden la capacidad de producir embriones viables en un 
sistema de fecundación in vitro (Larsson y Rodríguez Martínez, 2000). Estos sistemas necesitan de una fase de 
maduración de ovocitos in vitro, una fase de fecundación in vitro y una fase de cultivo de los embriones. En el bovino 
se ha encontrado una correlación positiva entre la tasa de división de los embriones y el porcentaje de formación de 
blastocistos con la fertilidad in vivo medida como la tasa de no retorno al estro tras la inseminación artificial (Zhang y 
cols., 1997). En el porcino, hasta el momento no tenemos referencias de que haya trabajos que verifiquen estas 
relaciones por la dificultad que se ha encontrado para producir embriones porcinos in vitro (Day, 2000).
Uno de los puntos clave de una técnica de predicción es su repetibilidad. Ésta puede ser un punto limitante de los 
sistemas de fecundación in vitro debido al gran número de factores que intervienen. Sin embargo, los datos hasta 
ahora conocidos muestran unos valores aceptables para estas pruebas biológicas (Martínez y cols., 1999). Otro punto 
en contra es la complejidad y coste del mismo, lo que hace que esta técnica sólo pueda ser utilizada en centros 
especializados que sirven de laboratorio de referencia. En cualquier caso la predicción de la capacidad fecundante de 
un eyaculado es una tarea compleja (Larsson y Rodríguez-Martínez, 2000), que hasta el momento no ha sido resuelta 
con satisfacción por los métodos de análisis clásicos. Pero ante esta situación se abre una nueva expectativa con el 
uso de los sistemas de fecundación in vitro porcina que permitirá evaluar un gran número de fases del proceso de 
fecundación que no pueden ser evaluados por el espermiograma clásico.


