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Resumen

La aplicacion de la biotecnologia permite aumentar la eficiencia reproductiva y
el progreso genético del ganado vacuno. La presente investigacion tuvo como
objetivo comparar la capacidad de desarrollo de embriones producidos in vi-
tro provenientes de Bos indicus y Bos taurus. Se evaluaron ovocitos colectados
en los mismos periodos y épocas del afo de estas subespecies; las donadoras
estuvieron bajo las mismas condiciones de manejo, tanto sanitarias como nutri-
cionales y sin estimulo hormonal. Se aplicé la prueba de Fisher para comparar
el porcentaje de ovocitos viables y el porcentaje de embriones producidos por
ambas subespecies y prueba t-student con nivel de significancia p:<0.05. Hubo
diferencias estadisticamente significativas en la produccion de embriones (28.6
% vs 38.6 %) para Bos taurus 'y Bos indicus, respectivamente. Se concluye a partir
de los resultados obtenidos, que la subespecie Bos indicus tienen mayor capaci-
dad de produccién de embriones en comparacién con la subespecie Bos Taurus.
Palabras clave: Vacuno, biotecnologia, embriones, Bos indicus, Bos taurus.

Abstract

The application of biotechnology allows increasing the reproductive efficiency
and genetic progress of cattle. The present research aimed to compare the deve-
lopment capacity of embryos produced in vitro from Bos indicus and Bos Taurus.
Oocytes collected in the same periods and times of the year from these subspe-

Recibido: cies were evaluated; the donors were under the same management conditions,
il ALt both sanitary and nutritional and without hormonal stimulation. Fisher's test was
Aceptado: applied to compare the percentage of viable oocytes and the percentage of em-
Octubre 2020 bryos produced by both subspecies and the t-student test with a significance

level of p: <0.05. There were statistically significant differences in embryo produc-
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tion (28.6% vs 38.6%) for Bos taurus and Bos indicus, respectively. It was concluded
from the results obtained, that the subspecies Bos indicus have a greater capacity
for embryo production compared to the subspecies Bos Taurus.

Keywords: Cattle, biotechnology, embryos, Bos indicus, Bos taurus.

INTRODUCCION

El ciclo reproductivo natural en el bovino
conduce al nacimiento de una cria por afo en
el mejor de los casos. Para mejorar la eficien-
cia reproductiva de animales de alto mérito
genético se utilizan técnicas de reproduccion
asistida (Ploudre et al, 2012). Este procedi-
miento, permite multiplicar la descendencia
de animales de alta calidad genética, acor-
tando simultdneamente el intervalo genera-
cional y facilitando diferentes actividades de
mejoramiento genético, como la evaluacion
de la progenie y la comparacion entre grupos
de animales (Satori et al, 2002).

La biotecnologfa ha experimentado un gran
auge en las Ultimas décadas y ha dotado a
la ciencia de nuevas herramientas capaces
de manipular y modificar el genoma de los
seres vivos mas evolucionados: los mamife-
ros. El desarrollo de nuevas biotecnologias
para producir animales transgénicos, o para
la multiplicacién in vitro de lineas de anima-
les genéticamente superiores, se basa en el
avance de las técnicas de fertilizacién in vitro
(FIV) y en el cultivo de embriones.

Un objetivo valioso del desarrollo de la bio-
tecnologia, es la produccién in vitro de em-
briones bovinos, como base para otras bio-
tecnologias, que aseguren una alta tasa de
prefiez cuando son transferidos a hembras
receptoras, obteniéndose el nacimiento de
crias saludables (Hansen., 2006).

La fecundacién in vitro (FIV) de ovocitos bo-
vinos es una técnica beneficiosa que permite
obtener embriones, lo que representa gran-
des ventajas en reproduccion animal garan-
tizando un elevado numero de embriones
en el mismo estadio de desarrollo, clonacién
mediante transferencia nuclear y produccién
de animales transgénicos (Gadea et al., 1998),
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biotecnologias que permiten el mejoramien-
to genético necesario, para vencer las limi-
taciones impuestas por las condiciones am-
bientales (Gutiérrez et al, 2017). Ademas, las
técnicas de FIV son la Unica opcion disponible
para producir crias de hembras valiosas, que
por causas no genéticas son estériles y por
lo tanto son eliminadas de los sistemas pro-
ductivos (Ratto et a.l, 1999). Esta técnica tiene
muchas posibilidades; puede ser usada en va-
cas ciclicas, no ciclicas, durante el primer ter-
cio de la gestacién y en las que no responden
a estimulos hormonales; también, en anima-
les con desérdenes reproductivos de origen
no genético (Galli et al,, 2001), y en terneras y
novillas pre puberes a partir del 6°-8° mes de
edad (Taneja et al., 2000).

Cada vez es mas evidente la importancia del
componente racial sobre los eventos fisiolo-
gicos del embrion y los gametos que le dan
origen y dada la importancia de la ganaderia
en el pals, es importante caracterizar la in-
fluencia de dicho componente sobre la capa-
cidad de desarrollo embrionario en bovinos.
La realizacion de estudios donde se compare
la capacidad de desarrollo embrionario entre
las subespecies B. taurus y B. indicus, permi-
tird contribuir a fortalecer los conocimientos
relacionados con las diferencias bioldgicas
existentes entre estas dos especies (Baez et
al., 2010).

El ganado B. taurus es muy sensible a las con-
diciones climaticas, experimentando grados
variables de infertilidad. Los animales con
mayor herencia cebuina (B. indicus); ademas,
de ser menos exigentes en alimentacion de-
bido a su menor produccion lechera, poseen
caracteristicas anatoémicas y funcionales que
los hacen mas aptos para resistir las condicio-
nes ambientales adversas, mayor resistencia
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a enfermedades por lo cual mantienen tasas
de fertilidad mas elevadas a lo largo del afio
(Barros et al., 2006). La subespecie B. indicus
(ganado cebU) es predominante en las regio-
nes tropicales, debido a su mejor tolerancia al
estrés térmico vy la resistencia a los parasitos
que las razas europeas (B. taurus), las cuales
son predominantes en climas templados (Du-
buc et al, 1984). En comparacion con las razas
europeas, el ganado cebu experimenta una
menor reducciéon en el consumo de alimento,
en la tasa de crecimiento, la produccion de
leche y la funcién reproductiva, en respuesta
al estrés térmico (Barros et al., 2006).

En los ultimos anos se han desarrollado di-
versos programas de produccién in vitro de
embriones bovinos y son numerosos los pro-
fesionales que estan dedicados a esta biotec-
nologia. Estos programas obedecen en gran
medida, de las razas que se trabajen, tanto en
Bos taurus como en Bos indicus, sin embargo,
dependiendo de las condiciones ambienta-
les, varfan. Por consiguiente, es importante
registrar los detalles de trabajos locales, que
sirvan como soporte técnico para el personal
que se desempena en esta actividad (van Wa-
gtendonk.,, 2006).

Se espera que el conocimiento generado de
la seleccién de una de las subespecies pre-
dominantes, B. taurus o B. indicus, sea utiliza-
do como fuente de gametos femeninos, que
muestren la mayor capacidad de produccién
embrionaria in vitro, para la FIV; esto permitira
mejorar la eficiencia de la PIV de embriones
bovinos. El presente estudio expone el re-
sultado del trabajo realizado en el laborato-
rio biotecnoldgico SEMBRYO en LACTEA S.A,
ubicado en el departamento de La Libertad -
Peru, en el cual se realizd una evaluacion de la
capacidad de desarrollo embrionario produ-
cidos in vitro a partir de ovocitos provenien-
tes de subespecies de vacas Bos taurus, vs Bos
indicus, ambas especies de hembras fueron
manejadas bajo las mismas condiciones me-
dio ambientales y usando el mismo protocolo
para la produccion de los embriones in vitro.
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El objetivo de este estudio fue presentar datos
de produccién de embrionesinvitroa gran esca-
la, basado en el trabajo de campo y el laborato-
rio SEMBRYQO, con el fin de analizar la capacidad
de desarrollo embrionario in vitro y por medio
de los promedios de produccién, comparar los
resultados entre embriones producidos a partir
de subespecies de vacas Bos taurus y Bos indicus
sobre la produccion de blastocistos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de donadoras de ovocitos.

La aspiracion de las donadoras se ejecutd du-
rante un periodo de seis meses comprendido
entre el mes de marzo a agosto del 2018, con
sesiones de aspiracion folicular de dos veces
por semana. Como donadoras se selecciona-
ron hembras de las subespecies Bos indicus y
Bos taurus con una edad promedio entre los 2
a 4 ahos, con buena condicion corporal, con
historia sanitaria, productiva y reproductiva
normal; dichas donadoras fueron alimenta-
das con forraje de broza y chala durante el
periodo que fueron sometidas a aspiracion.
Para lo cual, en campo las vacas fueron colo-
cadas en un brete para realizar la inspeccion
ginecolégica y de esta manera determinar si
la vaca estaba limpia. Cabe recalcar que las
donadoras no fueron sometidas a protocolos
de superovulacién hormonal.

Para la recoleccion de ovocitos se utilizo la téc-
nica de OPU (Ovum Pick Up) en la cual en cada
sesion se utilizéd un ecosondgrafo conectado a
un transductor, usandose también una bomba
de aspiracion, trabajandose con una presion
de vacio que oscilé entre 15 a 16 cm*/min. Se
ubico por palpacion rectal uno de los ovarios
y se procedid a identificar en la pantalla del
monitor los foliculos. Se orientd el ovario para
visualizar el foliculo a aspirar y se realizd una
puncion del foliculo previsto, aspirando el con-
tenido del mismo, continuando sucesivamen-
te en todos los foliculos de ese ovario. Se pro-
cedio de manera idéntica con el otro ovario.

Busqueda y seleccion de ovocitos
En el laboratorio el dia de la colecta se proce-
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di6 a preparar el medio de aspiracién y me-
dio de enjuague a base de PBS + antibidtico
+ heparina + BSA, los cuales se enviaron a las
instalaciones donde se realizé la colecta del
ovocitos en tubos con los datos necesarios,
identificando el cédigo de la vaca, para poder
de esta manera diferenciarlas entre las subes-
pecies Bos taurus y Bos indicus. Una vez reali-
zada la colecta, los tubos fueron transporta-
dos al laboratorio a una temperatura de 38 °C,
donde el contenido de los tubos fue pasado a
través de un filtro y lavado con medio de en-
juague, y luego depositarlos en placas de 100
mm y realizar la observacion bajo estereosco-
pio para su respectiva busqueda, seleccion y
clasificacion.

Maduracion de ovocitos

Para la maduraciéon se utilizé medio B-199
suplementado con hormonas como LH, FSH,
estradiol, FCS (Suero fetal bovino), factor de
crecimiento epidermal. Los complejos cumu-
lus- ovocito fueron cultivados en grupos de
10, en microgotas de medio y mantenidos
en un incubador de CO, durante 24 horas a
38,5°C en una atmodsfera con 5 % CO2 en aire
saturado de humedad (Figura 1)

Capacitacion espermatica

Para llevar a cabo la FIV se utilizd semen con-
gelado 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 ferti-
lidad de dichos toros. La capacitaciéon esper-
matica se realizé con la técnica de gradiente
de PERCOLL, el semen a trabajar se depositd
sobre un tubo cénico de 15 mL que conte-
nfa 1 mL de Percoll 45 y TmL de Percoll de
90, se llevd a la centrifuga a 3000 rpm por
30 minutos. Se retird cuidadosamente el pe-
llet y se homogenizé con 1 ml de Talp 1x, se
centrifugd por segunda vez a 1500 rpm por
20 min. Se retir6 el sobrenadante y este se
homogenizé con medio Talp IVF. Se calculd
la concentracién y motilidad ajustando la
concentracion a 1.5 millones de espermato-
zoides/mL.
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Fecundacion in vitro

Una vez transcurrido el tiempo de madu-
racion, los COC (Complejo Ovocito Células)
previamente se denudaron parcialmente vy
se trasladaron en grupos de 10 ovocitos a
microgotas conteniendo Talp IVF, posterior-
mente se procedid a fertilizar con la mezcla
de la suspension de semen a cada gota con-
teniendo los ovocitos. Luego, se colocaron en
la incubadora durante 18 a 24 horas a 38,5°C
en una atmosfera saturada de humedad, bajo
5% CO..

Cultivo embrionario

Aproximadamente 18 horas post insemina-
cion, se denudaron los ovocitos casi comple-
tamente 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 pla-
cas de cultivo fueron incubadas a 38,5°C en
incubadora de mezcla de gases (5 % CO,, 88
% de Nitrogeno, 7 % de Oxigeno a > 85 % de
humedad). En el dia 4 post cultivo se realizé
el cultivo tardio, realizando la renovacion
de medio de cultivo CIV y la evaluacion de
division embrionaria; asi mismo, se retir¢ el
restante de las células del cimulus. Posterior-
mente para el dfa 7 se obtuvieron los embrio-
nes en el estado de blastocisto y/o blastocis-
to expandido, como se muestra en la Figura 2.

Figura 1. Ovocitos post maduracion en
el laboratorio Sembryo — Lactea S.A
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Figura 2. Blastocistos obtenidos al dia 7 en el laboratorio Sembryo — Lactea S.A

RESULTADOS 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, 10s
resultados se resumen en la Tabla 1. Del total
de ovocitos colectados, fueron a maduracion
1,310 para la subespecie Bos taurus y 1,282 para
la subespecie Bos indicus respectivamente, de
estos Ultimos pasadas 24 horas solo fueron fer-
tilizados 1,248 para la subespecie Bos taurus 'y

Tabla 1

1,130 para Bos indicus respectivamente.

Los andlisis de los datos obtenidos se resumen
en la Tabla 2, observandose que no hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre las
colectas de las subespecies Bos taurus y Bos indi-
cus (Tabla 1). Sin embargo, se encontré diferen-
Cia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre
la produccion de blastocistos (28.6 % vs 36.6 %)
entre las subespecies Bos taurus y Bos indicus,
respectivamente (Tabla 2).

Numero total de ovocitos producidos por Bos taurus y Bos indicus.

N° ovocitos colectados

SUBESPECIE
Bos Taurus 1424°
Bos indicus 14427

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

Tabla 2

Porcentaje total de ovocitos fertilizados y de blastocistos producidos por Bos

taurus y Bos indicus.

Ovocitos Ovaocitos Ovocitos Ovaocitos Blastocistos Blastocistos
SUBESPECIE encontrados madurados fertilizados fertilizados producidos ducid
(n) (n) () (%) (n) i
(%)
Bos taurus 1424 1310 1248 87.6404494° 357 28.6057692*
Bos indicus 1442 1282 1130 78.3633842* 414 36.6371681"

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).
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Los resultados obtenidos concuerdan con
los reportados por Baez et al, (2010), en los
cuales se mostré que el ganado con predomi-
nancia fenotipica Bos indicus presentd mejo-
res tasas de desarrollo embrionario, debido a
que sus ovocitos fueron mas competentes al
tener genes termo tolerantes, con capacidad
para resistir las condiciones ambientales del
tropico, y podian llegar a desarrollarse estos
ovocitos luego de la fecundacién en mayor
porcentaje de embriones que los del ganado
Bos taurus (Baez et al., 2010).

Resultados contrarios se obtuvieron en es-
tudios reportados por Bryant (2007), donde
hubo mejores tasas de desarrollo embrio-
nario en Bos taurus que en Bos indicus, exhi-
biendo que los ovocitos de la raza Brahman
(Bos indicus) presentan una mayor concen-
tracion de lipidos comparado con las razas
europeas (Bos taurus), 1o que resulta en una
menor respuesta a la fertilizacion in vitro, por
consiguiente, menores tasas de prefnez (Br-
yant., 2007). Este mismo autor, reporto resul-
tados de la evaluacion de los niveles séricos
de colesterol y triglicéridos en las hembras
donadoras bajo las mismas condiciones die-
tarfas, encontrandose un nivel circulante mas
elevado de colesterol y de triglicéridos en la
raza Brahman (Bos indicus) comparada con
las razas inglesas (Bos taurus) (Camargo et al.,
2007), lo que afectan directamente la influen-
cia de la cantidad de lipidos encontrados en
los ovocitos de ambas subespecies (Bryant,
2007); esto podria respaldar la menor tasa de
produccion de embriones in vitro, del ganado
Bos indicus vs Bos taurus.

Los resultados de este estudio son similares a
los reportados por Chavez et al, 2010 el cual
encontrd que, en vacas Holstein (Bos taurus),
el estrés calorico parece reducir la competen-
Cia ovocitaria y las tasas de fecundacion, re-
duciendo el desarrollo del embrion contribu-
yendo a una mala fertilidad durante los meses
de verano; a diferencia de ganado cebu (Bos
indicus) que esta bien adaptado a los ambien-
tes tropicales, evidenciando una maxima to-
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lerancia al calor, mostrando mejor rendimien-
to reproductivo que Bos taurus en regiones
tropicales y subtropicales, concluyendo que
en ambientes tropicales el ganado Bos indicus
presenta mejores indices de reproduccién
que el ganado Bos taurus.

Estudios recientes, han sefialado que, el es-
trés calodrico ejerce un efecto nocivo retrasa-
do sobre el desarrollo folicular, los niveles de
progesterona y sobre la competencia ovoci-
taria en vacas del género Bos indicus, a dife-
rencia del Bos taurus, donde el estrés calorico
causa un inmediato deterioro sobre el desa-
rrollo folicular (Sun., 2003). No se conoce con-
cretamente el mecanismo por el cual el estrés
caldrico puede afectar a los foliculos y a los
ovocitos, pero, se ha descrito que se produce
un dafo en la comunicacién intercelular en-
tre las células de la granulosa, del cumulus y
el ovocito. Se afecta la competencia del ovo-
cito para ser fecundado (Al Katanani., 2002), la
viabilidad de las células de la granulosa y de
la teca interna, y se producen cambios en la
esteroidogénesis (Roth et al,, 2001). Por tanto,
algunos foliculos pudiesen ser afectados aun
antes de su reclutamiento lo que se traduce
en la prolongacion de los efectos del estrés
térmico aun en los meses con condiciones
mas confortables (Lozano., 2005).

Visintin et al,, (2002), sefald que existen dife-
rencias ultraestructurales importantes, si se
comparan embriones de Nelore (Bos taurus
indicus) y Holstein Freisian (Bos taurus taurus)
y que por estas diferencias existe la posibili-
dad de una mejor respuesta en la obtencién
de embriones in vitro. Sin embargo, existen
otros estudios en los cuales no se encontra-
ron diferencia de embriones producidos in
vitro, sugiriendo que el porcentaje de fertili-
zacioéon in vitro no es afectado por la raza o el
estado fisiolégico (Leroy et al, 2005). Los re-
sultados encontrados en el presente estudio
evidencian que, si existe una influencia de
la subespecie de la donadora en la cantidad
de embriones obtenidos en la fertilizacién in
vitro; no obstante, existen otros factores aso-
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ciados importantes que se deben tener en
cuenta tales como: etapa de produccion de la
donadora (si estan en produccién lactea o es-
tan secas), la temperatura del medio ambien-
te o estacion del ano (Tobodn., 2004).

CONCLUSIONES

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

La produccion de blastocisto fue mejor
en la subespecie Bos indicus comparado
con los blastocistos producidos por Bos
taurus.

La subespecie Bos indicus mostré tener
mayor capacidad de produccion de em-
briones en comparacion con la subespe-
cie Bos taurus.
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