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Abstract

From the many years of transfer records of embryos produced in vitro at the genetics center in the municipality of
San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia, we examined retrospectively if there was a relationship between
the number of viable oocytes and embryos produced by the donors. Depending on the race, we sought to determine
whether there is an influence by the donor. The variables analyzed were: the bull, race, batch, and reproductive
history of the donors, all of which were in similar health and nutritional conditions. The evaluation of the results
was carried out with the Chi- Square test statistical model. In order to compare between the percentage of viable
oocytes and the percentage of embryos, an analysis of variance (ANOVA) was performed as well as a Fischer test,
with a confidence interval of 95% and a p-value of p>0.05. Statistically significant differences were found in the
production of embryos (40% vs 29%) taurus and indicus, respectively. The conclusion is that taurus donors produce
greater numbers of embryos than indicus donors.

*Para citar este articulo: Valderrama RD, Mora J, Ramirez D. 2011. Influencia de la subespecie de la donadora en la cantidad de embriones
totales obtenidos in vitro: estudio retrospectivo. Rev CES Med Vet Zootec. Vol 6 (2): 45-52
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Resumen

A partir de los registros de transferencia de embriones producidos in vitro de tantos afios de la central genética
en el municipio de San Pedro de los Milagros Antioquia — Colombia, se busco retrospectivamente si existia una
relacion sobre la cantidad de ovocitos y embriones viables producidos por las donadoras. Dependiendo de la raza,
se busco determinar si existe una influencia de la donante. Las variables analizadas fueron: el toro, la raza, el lote,
la historia reproductiva de las donadoras, las cuales se encontraban en iguales condiciones de manejo, tanto sani-
tarias y nutricionales. La evaluacion de los resultados se realizé mediante el modelo estadistico de Chi-cuadrado.
Para la comparacion entre el porcentaje de ovocitos viables y el porcentaje de embriones producidos se realiz6 una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Fisher con un intervalo de confianza del 95% y un valor
de p>0.05. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la produccion de embriones (40% vs 29%)),
taurus ¢ indicus, respectivamente. Se concluye, que las donadoras taurus producen mayor nimero de embriones
que las indicus.

Palabras clave

Donante, embriones in vitro, indicus, puncion folicular, taurus.

Resumo

A partir dos registros de transferéncia de embrides produzidos in vitro nos muitos anos da central genética no
municipio de San Pedro de los Milagros, Antioquia- Coldmbia procuramos retrospectivamente se ha uma relacao
entre a quantidade do niimero de odcitos viaveis e embrides produzidos por doadores. Dependendo da raga,
buscou-se determinar se ha uma influéncia do doador. As variaveis analisadas foram: o touro, a raga, o lote, a
histéria reprodutiva dos doadores, os quais encontravam-se nas mesmas condigdes de manejo, saude e nutrigao. A
avaliag@o dos resultados foi realizada utilizando o modelo de teste estatistico Chi-quadrado. Para a comparagao entre
a porcentagem de odcitos vidveis e a porcentagem de embrides produzidos foram realizados um teste pela analise
de variancia (ANOVA) e um teste de Fisher, com intervalo de confianga de 95% e um valor de p>0.05. Foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas na producao de embrides (40% vs 29%), taurus e indicus,
respectivamente. A conclusdo ¢ que os doadores faurus produzem um niimero maior de embrides que os doadores
indicus.

Palavras chave

Doadores, embrioes in vitro, indicus, pung¢do folicular, taurus.
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Introduccion

La biotecnologia reproductiva es una herramienta 1til
en los sistemas de produccion pecuaria de Colombia,
una variada gama de técnicas y tecnologias estdn en
oferta contaste para la mejora del hato nacional, entre las
cuales se encuentra la produccion de embriones in vitro.
Este procedimiento permite multiplicar la descendencia
de las hembras 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®’.

En el mundo se han desarrollado diversos programas
de producciéon 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, tropico alto o bajo los resultados varian.
Por consiguiente es importante registrar los detalles de
trabajos locales, que sirvan como soporte técnico para el
personal que se desempefia en esta actividad®.

El presente articulo expone el resultado del trabajo
realizado en una central genética en el municipio de
San Pedro de los Milagros, ubicado en el departamento
de Antioquia - Colombia, en el cual se realizd una
evaluacion de la influencia de la donadora (Bos taurus,
vs Bos indicus) en la cantidad de ovocitos totales, viables
y porcentaje de embriones totales producidos in-vitro,
provenientes de hembras manejadas bajo las mismas
condiciones medio ambientales y usando el mismo
protocolo para la produccion de los embriones in-vitro.

Materiales y métodos

Metodologia

Es un compendio del analisis de dos afios de trabajo,
estos datos fueron generados en el desarrollo del
programa de PIV en la central genética bovina, con
ellos se realizo un estudio observacional analitico de tipo
transversal, (Analisis retrospectivo).

Poblacion

El trabajo se realiz6 entre los afios 2005 y el 2007. Como
donadoras se utilizaron hembras de la subespecie Bos
Indicus (n=148) y Bos taurus (n=161); con edades entre
los 4 a los 10 afios, con una historia sanitaria, productiva
y reproductiva normal.

Ubicacion del sistema de produccion

La central genética se encuentra ubicada en el municipio
de San Pedro de los Milagros, en el departamento de
Antioquia, Colombia. Este municipio que se encuentra
ubicado al norte de Antioquia. Cuenta con una tempera-
tura de 14 °C, un piso térmico bosque huimedo Montano
Bajo (bh-MB), con suelos acidos y de textura franco
arenosa’’,

Aval de comiteé de ética

Por el tipo de trabajo (andlisis retrospectivo), no se
utilizaron animales para esta investigacion, Unicamente
se utilizaron los datos de los registros.

Meétodos de recoleccion

Para el desarrollo del trabajo, se tom¢ la informacion
de registros previamente elaborados, de las hembras
bovinas donantes, donde se analiz6 la consignacion
de los datos de puncion folicular, fecundacion in vitro
y de produccién in vitro de embriones. Para la
evaluacion del padre se wutilizd la informacion
impresa en las pajillas para identificar a cada uno de
los animales usados con la donadora correspondiente.

Protocolos utilizados

Puncion folicular. Para la recoleccion de los ovocitos de
las vacas donadoras se utilizo la técnica de aspiracion
folicular transvaginal guiada por ultrasonido, la cual se
realizé por el mismo médico veterinario, con el fin de
evitar posibles errores.

Evaluacion de ovocitos. Luego de la aspiracion, se
buscaron con microscopio estereoscopico, los ovocitos.
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Luego fueron lavados en medio Hepes Talp y
seguidamente,se realiz6 la clasificacion de estos para
determinar su calidad, de acuerdo a la morfologia de las
células del cimulos y las caracteristicas del citoplasma’3.
Se utilizaron uUnicamente los ovocitos que poseian
mas de tres capas de las células de la granulosa y que

presentaban un citoplasma homogéneo.

Maduracion in vitro. Una vez seleccionar los ovocitos
viables, se lavaron cuatro veces en medio Hepes
Talp suplementado con 0.4% de Albumina Sérica
Bovina. Luego se transfirieron diez ovocitos en
microgotas de 50 pul del medio de maduracion TCM-
199 enriquecido hormonalmente con FSH (0,5 pg/ml),
hormona luteinizante (LH: 0,5 pg/ml), 17 beta estradiol
(E2:1 pg/ml), Piruvato de Sodio (0.25 mM) y 10% de
suero fetal bovino (SFB), durante un periodo de 24 horas
a una temperatura de 39 °C, 5% de CO2, y humedad del
95%".

Los
fueron lavados cuatro veces en medio

Fecundacion in vitro. ovocitos previamente
maduros,
Hepes Tap, para luego ser transferidos en el medio de
fecundacion. Después, se descongelaron dos pajillas
de 0,25 ml de semen de un toro con fertilidad probada,
en bafio Maria a 37 °C por 35 segundos. Se utilizaron
gradientes de Percoll (45 -90) para la separacion de
los espermatozoides vivos de los muertos, y extraer
otroscompuestos  perjudiciales.  Finalmente  los
espermatozoides  motiles se  obtuvieron  por
medio de centrifugacion a 500 G por 30 minutos. El
pellet resultante de este proceso fue resuspendido en
medio de fecundacion Fert Talp suplementado con
haparina (2 pl/ml) y PHE (Penicilamina 2 mM,
Hipotaurina 1 mM y 250 mM Epineftrina). Para la FIV,
se incubaron por 18 horas los gametos, a una temperatura

de 39 °C, 5% de CO2, y humedad del 95%”.

Cultivo de embriones. Luego de la fecundacion, los
presuntos cigotos fueron lavados cuatro veces en medio
Hepes Talp, para luego ser transferidos a medio de cultivo
suplementado con 10% de SFB, donde permanecieron
durante 7 a 8 dias en condiciones ideales para su
desarrollo (T:39 °C, 5% CO2 y 95% de humedad) .

Analisis estadistico

Para la comparacion entre los ovocitos totales entre las
subespecies se realizdé un analisis de Chi-cuadrado de
igual forma para la comparacion entre el porcentaje de
ovocitos viables y el porcentaje de embriones producidos
se realizo una prueba de andlisis de varianza (ANOVA)
y una prueba de Fisher. Para todos los procesos de
analisis, fue utilizado el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.

Resultados

Para el presente estudio, se colectaron, un total de 3135
ovocitos, de la subespecie Bos taurus, y en las hembras
Bos indicus, se colectaron 3886 de gametos femeninos
(Tabla 1). El numero total de ovocitos es similar
entre las subespecies, y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, (p>0.05).

Tabla 1. Numero total de ovocitos
producidos por Bos taurus y Bos indicus

Subespecie Animales Ovocitos totales

(n) (n)
Bos taurus 161 3135¢
Bos indicus 148 3886 ¢

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

De los datos obtenidos, se realizo el analisis del nimero
de ovocitos totales y los ovocitos viables, observandose
que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los Bos taurus y Bos indicus (Tabla 1 y Tabla 2).
Sin embargo, se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05) entre la produccién de embriones
(40% vs 29%) entre las subespecies Bos taurus y Bos
indicus, respectivamente (Tabla 2).

[48 ] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 6 / Nimero 2 / Julio — Diciembre de 2011 / ISSN 1900-9607
L ‘ .




Tabla 2. Porcentaje total de ovocitos viables y porcentaje de

Blastocistos producidos por Bos taurus y Bos indicus.

Subespecie  Ovocitos totales Ovocitos viables Ovocitos viables  Blastocistos Blastocistos
(n) (n) (%) (n) (%)
Bos taurus 3135 2691 86% ¢ 1084 40% ¢
Grupo A
Bos indicus 3886 3154 81% ¢ 923 29% ¢
Grupo B
Total 7021 5841 - 2007 -

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).

Discusion
Obtencion total de ovocitos

Para la variable obtencion de ovocitos no se encontraron
diferencias significativas entre las subespecies, estos
resultados son similares a los obtenidos por Béez et al.
(2010)?, donde de igual forma evaluaron el desempefio
de vacas Bos taurus y Bos indicus y se obtuvieron
similares numeros de ovocitos (106 vs 136),

respectivamente.

Cabe anotar que el ganado Bos indicus, tiene un mayor
nimero de foliculos por onda folicular y una mayor
sensibilidad en su eje hipotdlamo hipofisiario gonadal
a la estimulacion por aplicaciones de FSH exogena?s.
Segun Prieto et al. (2006), el tamafio folicular de los
Bos indicus es menor y esto es un factor adverso para la
produccion de ovocitos viables para produccion de
embriones in vitro’®. Sin embargo, los estudios realizados
por Bo et al. (2003), observaron en el ganado Bos indicus
tiene un mejor desempefio reproductivo, comparado con
los Bos taurus en regiones tropicales y subtropicales?;
esto puede ser un factor que puede influir a que los
resultados sean similares en la presente investigacion.

Porcentaje de embriones in vitro

En esta investigacion se obtuvo como resultado que hubo

diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje
de embriones producidos in vitro, siendo mejor la
produccion de embriones en la subespecie taurus que en
la subespecie Bos indicus. Este resultado es similar a
los reportados por Bryant (2007), donde reportd mejores
tasas de desarrollo embrionario en Bos taurus que en Bos
indicus®. A su vez difieren de los reportados en el 2010,
por Baez et al (2010), donde manifestaron que el ganado
con predominancia fenotipica Bos indicus presentd
mejores tasas de desarrollo embrionario debido a que
sus ovocitos son mas 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 fecundacién en
mayor porcentaje de embriones que los del ganado B.
taurus’.

Por otro lado, segin un estudio realizado por
Bryant (2007), los ovocitos de la raza Brahman (Bos
indicus) presentan una mayor concentracion de lipidos
comparado con las razas Europeas (Bos taurus) lo que
resulta en una menor respuesta a la fertilizacion in
vitro, 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, encontrandose un nivel circulante mas
elevado de colesterol y de triglicéridos en laraza Brahman

(Bos indicus) comparada con las razas inglesas
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(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
produccion de embriones in vitro, del ganado Bos indicus
frente a las razas Bos taurus.

Visintin et al., (2002) sehalo 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 obtencioén 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 estan secas), la temperatura del
medio ambiente o estacion del afio?’.

Estudios realizados por Camargo et al. (2007),
compararon la eficacia reproductiva del Bos indicus vs
Bos taurus en ambientes tropicales, frente a la cantidad
de embriones obtenidos encontrandose que Bos indicus
usualmente tienen un mejor desempeiio reproductivo
en ambientes calidos que los Bos taurus taurus?. Este
resultado se debe a la mejor adaptacion a los ambientes
tropicales por parte de las razas indicas, y a la menor
resistencia por parte de las razas taurinas al estrés calorico
al que son sometidas en los ambientes tropicales®’.

Con respecto al planteamiento anterior, hay
investigaciones como la de Fischer et al. (2000), que se
refieren a la mayor eficiencia que poseen los ovocitos
de vacas de carne para de desarrollarse a blastocistos,
que aquellos provenientes de vacas lecheras®. Del mismo
modo, se han encontrado resultados similares, sobre el
hecho que el calor afecta la diferenciacion embrionaria
en vacas Holstein debido también a que se afectan
las células foliculares, donde se altera la sintesis de
haciendo menos los

esteroides, competentes a

ovocitos®!?. Los bovinos de la subespecie Bos indicus
poseen caracteristicas fisiologicas que ayudan a la
regulacion de la temperatura corporal evitando asi un
aumento de esta que pueda afectar los ovarios®”1%.

Sin embargo, en el presente trabajo la temperatura
ambiental donde se encontraban las vacas donantes
era baja, de alrededor catorce grados centigrados,
(temperatura habitual del municipio de San Pedro de
los Milagros) donde estaba ubicada la central genética.
Por lo tanto las vacas Bos taurus taurus presentaron una
mejor respuesta a los procesos de fertilizacion in vitro.

Seria un tema a evaluar, el pardmetro sanguineo
relacionado con la calidad y el color embrionario, el cual
es la proteina sérica total (TP). Estudios, realizados por
Oh et al (1999), reportaron que niveles altos de TP, se
asocian con una mejor calidad y color de los embriones’?.
En estudios realizados por Pereira et al (1998),
reportaron que las mayores concentraciones de TP se
encuentran en hembras con edades entre los 4 y los 10
afos de edad’s.

No obstante, se pueden evaluar varios parametros para
determinar cudl es la hembra donante mas adecuada para
programas de PIV; entre ellos se pueden mencionar la
nutricién y la condicion corporal (la cual juega un papel
importante en la calidad de los embriones obtenidos) /7.
Igualmente, se ha reportado que algunas vacas son
capaces de producir cohortes mas viables de foliculos,
y posteriormente mayor cantidad de complejos cimulo
ovocito, lo que podra generar una mayor cantidad de
embriones producidos in vitro, comparadas con otras
vacas que no son capaces de producir cohortes foliculares
viables’.

Los resultados encontrados en el presente trabajo
demuestran que las tasas de produccién de embriones
producidos in vitro, puede llegar hacer influenciada por
la subespecie de la donante de ovocitos, por factores
propios del animal, asi como factores climaticos y de
confort de los animales que son trabajados para PIV. Se
obtuvo que la subespecie Bos taurus, generd un mayor
porcentaje de produccion de embriones in vitro, en las
condiciones fisicas y climatologicas, donde se encuentra
la central genética, lo que llevara a una mejor efectividad
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en la produccion de embriones in vitro de esta especie,
bajo las condiciones que se mantuvieron realizado el
trabajo.
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