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Resumen

| presente trabajo se realiz6 a partir
Ede los registros de datos de embriones

producidos iz vitro en el laboratorio
SEMBRYO - LACTEA S.A ubicado en el
km 531 de la carretera panamericana en
la provincia de Vird, departamento de La
Libertad - Peru, estos estudios se realizaron
con datos pertenecientes al periodo
comprendido entre marzo del 2018 y agosto
del 2018, en los cuales se colectaron ovocitos
de las subespecies Bos Taurus y Bos indicus
en los mismos periodos y épocas para asi
obtener datos mas uniformes y asi estudiar
si existe una diferencia en la produccion de
embriones a partir de ovocitos provenientes
de la subespecie Bos Taurus comparado con
embriones producidos a partir de ovocitos
de subespecie Bos indicus.

Dependiendo delaraza, se busco determinar
si existe una influencia de la donante. Para
dicho analisis las donadoras estuvieron en
las mismas condiciones de manejo, tanto
sanitarias como nutricionales. Para la
comparacion entre el porcentaje de ovocitos
viables y el porcentaje de embriones
producidos  por ambas  subespecies
se realizo6 la prueba F de Fisher para
determinar la varianza, determinada Ia
varianza se trabajo la prueba T de student
con varianzas desiguales con un intervalo
de confianza del 95% utilizando un nivel de
significancia del 5% y un valor de (p<0.05).
Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la produccion de embriones
(28.6% vs 38.6%) para Bos taurus y Bos
indicus, respectivamente. Se concluye, que
las donadoras de la subespecie Bos indicus

producen un mayor nimero de embriones
que la subespecie Bos Taurus.

Introduccion

El ciclo reproductivo natural en el bovino
conduce al nacimiento de una cria por
afio en el mejor de los casos. Para mejorar
la eficiencia reproductiva de animales de
alto mérito genético se utilizan técnicas de
reproduccion asistida'. Este procedimiento
permite multiplicar la descendencia de
animales de alta calidad genética, acortando
simultdneamente el intervalo generacional
y facilitando diferentes actividades de
mejoramiento genético, como la evaluacion
de la progenie y la comparacion entre
grupos de animales?.

La biotecnologia ha experimentado un gran
auge en las tltimas décadas y ha dotado a la
ciencia de nuevas herramientas capaces de
manipulary modificar el genoma de los seres
vivos mas evolucionados: los mamiferos. El
desarrollo de nuevas biotecnologias para
producir animales transgénicos, o para la
multiplicacién in vitro de lineas de animales
genéticamente superiores, se basa en el
avance de las técnicas de fertilizacion in
vitro (FIV) y en el cultivo de embriones.

Un objetivo valioso del desarrollo de la
biotecnologia, es la produccién in vitro de
embriones bovinos, como base para otras
biotecnologias, que aseguren una alta
tasa de prefiez cuando son transferidos
a hembras receptoras, obteniéndose el
nacimiento de crias saludables®.

La fecundacién in vitro (FIV) de ovocitos

bovinos es wuna técnica beneficiosa
que permite obtener embriones, lo
que representa grandes ventajas en
reproducciéon animal garantizando un
elevado nimero de embriones en el mismo
estadio de desarrollo, clonacién mediante
transferencia nuclear y produccion de
animales transgénicos*, biotecnologias que
permiten el mejoramiento genético necesario
para vencer las limitaciones impuestas por
las condiciones ambientales’. Ademais,
las técnicas de FIV son la unica opcién
disponible para producir crias de hembras
valiosas, que por causas no genéticas son
estériles y por lo tanto son eliminadas de
los sistemas productivos®. Esta técnica tiene
muchas posibilidades. Puede ser usada
en vacas ciclicas, no ciclicas, durante el
primer tercio de la gestacion y en las que
no responden a estimulos hormonales;
también, en animales con desdrdenes
reproductivos de origen no genético’, y en
terneras y novillas preptberes a partir del
6°-8° mes de edad ®.

Cada vez es mas evidente la importancia
del componente racial sobre los eventos
fisiologicos del embrion y los gametos
que le dan origen y dada la importancia
de la ganaderia en el pais, es importante
caracterizar la influencia de dicho
componente sobre la capacidad de
desarrollo embrionario en bovinos. La
realizacion de estudios donde se compare
la capacidad de desarrollo embrionario
entre las subespecies B. Tawrus y B.
indicus, permitird contribuir a fortalecer
los conocimientos relacionados con las
diferencias bioldgicas existentes entre estas
dos especies’.
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Los animales con mayor herencia cebuina (B. indicus), ademas de ser
menos exigentes en alimentacion debido a su menor produccion lechera,
poseen caracteristicas anatomicas y funcionales que los hacen mas
aptos para resistir las condiciones ambientales adversas.

El ganado B. taurus es muy sensible a las
condiciones climaticas, experimentando
grados variables de infertilidad. Los
animales con mayor herencia cebuina (B.
indicus), ademds de ser menos exigentes en
alimentacién debido a su menor produccién
lechera, poseen caracteristicas anatémicas
y funcionales que los hacen mads aptos
para resistir las condiciones ambientales
adversas, mayor resistencia a enfermedades
por lo cual mantienen tasas de fertilidad mas
elevadas a lo largo del ano'®. La subespecie
B. indicus (ganado cebu) es predominante
en las regiones tropicales, debido a su mejor
tolerancia al estrés térmico y la resistencia
a los pardsitos que las razas europeas (B.
taurus), las cuales son predominantes en
climas templados!!.

En comparacién con las razas europeas,
el ganado cebu experimenta una menor
reduccion en el consumo de alimento, en la
tasa de crecimiento, la produccion de leche
y la funcién reproductiva, en respuesta al
estrés térmico'.

En los udltimos afios se han desarrollado
diversos programas de produccion in vitro
de embriones bovinos y son numerosos los
profesionales que estan dedicados a esta
biotecnologia. Estos programas dependen
en gran medida las razas que se trabajen
tanto en Bos taurus como en Bos indicus,
sin embargo dependiendo de las condiciones
ambientales varfan. Por consiguiente es
importante registrar los detalles de trabajos
locales, que sirvan como soporte técnico
para el personal que se desempefia en esta
actividad'.

Se espera que el conocimiento generado
de la seleccion de una de las subespecies
predominates, B. taurus o B. indicus,
sea utilizado como fuente de gametos
femeninos, que muestren la mayor
capacidad de produccién embrionaria in
vitro, para la FIV. Esto tendera a mejorar la
eficiencia de la PIV de embriones bovinos.

El presente estudio expone el resultado
del trabajo realizado en el laboratorio
biotecnologico SEMBRYO en LACTEA
S.A, ubicado en el departamento de La
Libertad — Pert, en el cual se realizé una
evaluacion de la capacidad de desarrollo
embrionario producidos in vitro a partir
de ovocitos provenientes de subespecies de
vacas Bos taurus, vs Bos indicus, ambas
especies de hembras fueron manejadas bajo
las mismas condiciones medio ambientales
y usando el mismo protocolo para la

produccion de los embriones in-vitro.

El objetivo de este estudio fue presentar
datos de produccion de embriones in vitro
a gran escala, basado en el trabajo de
campo y el laboratorio SEMBRYO, con el
fin de analizar la capacidad de desarrollo
embrionario in vitro y por medio de los
promedios de produccion comparar los
resultados entre embriones producidos a
partir de subespecies de vacas Bos taurus
y Bos indicus sobre la produccion de
blastocistos.

Materiales y métodos.

Buisqueda y seleccion de ovocitos

En el laboratorio el dia de la colecta se
procedi6 a preparar el medio de aspiraciéon
y medio de enjuague a base de PBS +
Antibiotico + heparina + BSA , los cuales
se enviaron a las instalaciones donde se
realizé la colecta del ovocitos, colectando
de esta manera en tubos con los datos
necesarios, identificando de esta manera el
c6digo de vaca, para poder de esta manera
diferenciar las vacas entre subespecies Bos
Taurus y Bos indicus, una vez realizada la
colecta, los tubos fueron transportados al
laboratorio a una temperatura de 38°C.

Una vez en el laboratorio el contenido
de los tubos fue pasado por medio de un
filtro y lavado con medio de enjuague para
posteriormente depositarlos en placas de
100mm vy realizar la observacion bajo
estereoscopio para su respectiva busqueda,
seleccion vy clasificacion.

Maduracion de ovocitos
Para la maduracién se utilizé medio

B-199 suplementado con hormonas como
LH, FSH, estradiol, FCS (Suero fetal
bovino), factor de crecimiento epidermal.
Los complejos cumulus- ovocito fueron
cultivados en grupos de 10, en microgotas
de medio y mantenidos en un incubador
de CO2 durante 24 horas a 38,5°C en una
atmosfera con 5% CO2 en aire saturado de

humedad.

Capacitacion espermatica

Para llevar a cabo la FIV se utilizé semen
congelado de un toro Brahman puro (B.
indicus) para las vacas de raza pura Bos
indicus y un toro B. taurus puro para las
vacas de raza pura Holstein previamente
probada la fertilidad de dichos toros. La
capacitacién espermadtica se realizdé con
la técnica de gradiente de PERCOLL,
el semen a trabajar se deposité sobre un
tubo conico de 15 mL que contenia 1 mL
de Percoll 45 y 1mL de percoll de 90, se
llevé a la centrifuga a 3000 rpm por 30
minutos. Se retir6 cuidadosamente el pellet
y se homogeniz6 con 1 ml de Talp 1x, se
centrifugd por segunda vez a 1500 rpm
por 20 min. Se retird el sobrenadante y
este se homogenizd con medio Talp IVF.
Se calcul6 la concentracion y motilidad
ajustando la concentracién a 1.5 millones
de espermatozoides/mL.

Fecundacion in vitro

Una vez transcurrido el tiempo de
maduracion, los COC (Complejo Ovocito
Células) previamente se denudaron
parcialmente y se trasladaron en grupos de
10 ovocitos a microgotas conteniendo Talp
IVF, posteriormente se procedio a fertilizar
con la mezcla de la suspension de semen a
cada gota conteniendo los ovocitos. Luego
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Estudios recientes, han senalado que, el estrés calorico ejerce un efecto
nocivo retrasado sobre el desarrollo folicular, los niveles de progesterona
y sobre la competencia ovocitaria en vacas del género Bos indicus.

se colocaron en la incubadora durante
18 a 24 horas a 38,5°C en una atmosfera
saturada de humedad, bajo 5% CO2 [23].

Cultivo embrionario

Aproximadamente 18  horas  post
inseminacion, se denudaron los ovocitos
casi completamente por pipeteo en las
mismas gotas de medio de fecundacion
y se lavaron medio de lavado antes de
transferirlos a microgotas de medio de
cultivo temprano cubiertas. Las placas
de cultivo fueron incubadas a 38,5°C en
incubadora de mezcla de gases (5% CO2,
88% de Nitrogeno, 7% de Oxigeno a
>85% de humedad). Al dia 4 post cultivo
se realizo el cultivo tardio, realizando la
renovacion de medio de cultivo CIV y la
evaluacion de division embrionaria, asi
mismo se retir6 el restante de las células
del cimulus. Posteriormente para el dia 7
se obtuvieron los embriones en el estado de
blastocisto y/o blastocisto expandido, como
se muestra en la Figura 01.

Figura 01: Blastocistos obtenidos al dia 7 en el laboratorio
Sembryo — Lactea S.A

Resultado y Discusion

Se colectaron, un total de 2366 ovocitos
en el periodo comprendido entre marzo del
2018 y agosto del 2018, de los cuales 1424
ovocitos pertenecieron a la subespecie Bos
taurus, y 1,442 ovocitos de la subespecie
Bos indicus, los resultados se resumen en
la Tabla N° 01.

Tabla N° 01. Numero total de ovocitos producidos por Bos
taurus y Bos indicus

SUBESPECIE N° Ovocitos Colectados

Bos Taurus 14242

Bos indicus 14422

Letras iguales significa que no existe diferencia estadistica
significativa (p>0.05).

Tabla N° 02: Porcentaje total de ovocitos fertilizados y porcentaje de Blastocistos producidos por Bos taurus y Bos indicus

Ovocitos Ovocitos Ovocitos Ovocitos Blastocistos Blastocistos

SUBESPECIE encontrados madurados fertilizados fertilizados producidos producidos
Q)] (n) (%) (n) (%)

Bos Taurus 1424 1310 1248 87.6404494a 357 28.605692a

Bos indlicus 1442 1282 1130 78.3633842a 414 36.6371681b

Letras diferentes en las casillas, corresponden a que existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
Letras iguales en las casillas corresponden, que no hay diferencias esta estadisticamente significativas (p>0.05).

Del total de ovocitos colectados fueron a
maduracién 1,310 para la subespecie Bos
Taurus y 1,282 para la subespecie Bos
indicus respectivamente, de estos ultimos
pasadas 24 horas solo fueron fertilizados
1,248 para la subespecie Bos Taurus y
1,130 para Bos indicus respectivamente.
Los andlisis se resumen en la Tabla N°
02, de los datos obtenidos, se realiz6 el
analisis estadistico del nimero de ovocitos
colectados, observandose que no existen
diferencias estadisticamente significativas
entre las colectas de las subespecies Bos
taurusy Bos indicus (Tabla 1). Sin embargo,
se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05) entre la produccién
de blastocistos (28.6% vs 36.6%) entre
las subespecies Bos taurus y Bos indicus,
respectivamente (Tabla 2).

Estos resultados obtenidos concuerdan con
los resultados los reportados en el 2010, por
Baez et al (2010), en los cuales se reportaron
que el ganado con predominancia
fenotipica Bos indicus presenté mejores
tasas de desarrollo embrionario debido a
que sus ovocitos son mds competentes al
tener genes termo tolerantes, con capacidad
para resistir las condiciones ambientales del
tropico, y que pueden llegar a desarrollarse
estos ovocitos luego de la fecundaciéon en
mayor porcentaje de embriones que los del
ganado Bos Taurus’.

Resultados contrarios se obtuvieron en
estudios reportados por Bryant (2007),
donde reporté mejores tasas de desarrollo
embrionario en Bos taurus que en Bos
indicus, quien reportd que se obtienen
mejores tasas de desarrollo embrionario en
Bos taurus que en Bos indicus, este autor
expone que los ovocitos de la raza Brahman
(Bos indicus) presentan una mayor
concentracién de lipidos comparado con las
razas Europeas (Bos taurus) lo que resulta
en una menor respuesta a la fertilizacion
in vilro, por consiguiente menores tazas
de prefiez'®. Este mismo autor reportd
resultados de la evaluacion de los niveles

séricos de colesterol y triglicéridos en
las hembras donadoras bajo las mismas
condiciones dietarias, encontrindose un
nivel circulante mas elevado de colesterol
y de triglicéridos en la raza Brahman (Bos
indicus) comparada con las razas inglesas
(Bos taurus)'.

Esta mayor circulacion de colesterol
y  triglicéridos afectan directamente
la influencia de la cantidad de lipidos
encontrados en los ovocitos de ambas
subespecies!®; esto podria respaldar la
menor tasa de producciéon de embriones in
vitro, del ganado Bos indicus frente a las
razas Bos Taurus.

Nuestros  resultados también  tienen
relacion con investigaciones previas Chédvez
et al, 2010 el cual encontrd que, en vacas
Holstein (Bos taurus), el estrés caldrico
parece reducir la competencia ovocitaria
y las tasas de fecundacion, reduciendo el
desarrollo del embriéon y contribuyendo
a una mala fertilidad durante los meses
de verano; a diferencia de ganado cebt
(Bos indicus) que estd bien adaptado a los
ambientes tropicales, demostrando una
mdxima tolerancia al calor, mostrando
mejor rendimiento reproductivo que Bos
taurusenregionestropicalesysubtropicales,
concluyendo que en ambientes tropicales
el ganado Bos indicus presenta mejores
indices de reproduccion que el ganado Bos
taurus .

Estudios recientes, han senalado que, el
estrés calorico ejerce un efecto nocivo
retrasado sobre el desarrollo folicular,
los niveles de progesterona y sobre la
competencia ovocitaria en vacas del género
Bos indicus, a diferencia del Bos taurus,
donde el estrés calorico causa un inmediato
deterioro sobre el desarrollo folicular!®.

No se conoce concretamente el mecanismo
por el cual el estrés calorico puede afectar
a los foliculos y a los ovocitos, pero se
ha descrito que se produce un dafio en la
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Los resultados encontrados en el presente estudio demuestran que si
existe una influencia de la subespecie de la donadora en la cantidad de
embriones obtenidos en la fertilizacion in vitro.

comunicacion intercelular entre las células
de la granulosa, del camulus y el ovocito.
Se afecta la competencia del ovocito para
ser fecundado'’, la viabilidad de las células
de la granulosa y de la teca interna, y se
producen cambios en la esteroidogénesis's.

Por tanto, algunos foliculos pudiesen ser
afectados atin antes de su reclutamiento
lo que se traduce en la prolongacion de los
efectos del estrés térmico adn en los meses
con condiciones mas confortables®.

Visintin et al, sefialo que existen diferencias
ultraestructurales importantes, si  se
comparan embriones de Nelore (Bos taurus
indicus) y Holstein Freisian (Bos taurus
taurus)®®; y que por estas diferencias existe
la posibilidad de una mejor respuesta en
la obtenciéon de embriones in vitro. Sin
embargo existen otros estudios en los
cuales no se encontraron diferencia de
embriones producidos in vitro, sugiriendo
que el porcentaje de fertilizacion in vitro
no es afectado por la raza o el estado
fisiologico?!.

Los resultados encontrados en el presente
estudio demuestran que si existe una
influencia de la subespecie de la donadora
en la cantidad de embriones obtenidos en la
fertilizacion in vitro, existen otros factores
asociados importantes que se deben tener
en cuenta tales como: etapa de produccion
de la donadora (estan en produccion lactea
o estdn secas), la temperatura del medio
ambiente o estacion del afio?2.

Conclusiones

- La produccién de blastocisto fue mejor
en la subespecie Bos indicus comparado
con los blastocistos producidos por Bos
Taurus.

- No hubo diferencia significativa entre los
ovocitos recuperados de las subespecies
Bos indicus y Bos Taurus.
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