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RESUMEN

El objeto de esta investigacion estuvo basado en encontrar diferencias detectables

* %

en la competencia de maduracién ovocitaria, de fecundacion y de desarro-
llo embrionario que pueden existir en ovocitos derivados de vacas y novillas
sacrificadas con diferentes predominancias raciales Bos taurus y Bos indicus.
Para la obtenciéon de los complejos ciimulus-ovocitos (COCs) se realizé la
técnica de aspiracién, seleccionando aquellos ovocitos que tenian dos o
mas capas de células del cimulus, zona peltcida (ZP) intacta y un citoplas-
ma homogéneo granular. Posterior a la seleccién se continué con la madu-
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racion (MIV) y fecundacion in vitro (FIV). Se utilizé semen congelado prove-
niente de un toro Brahman puro (Bos indicus). Para la evaluacion de la MIV
como para la FIV, los ovocitos se fijaron 24 horas a 4°C en solucién 3:1 eta-
nol-acido acético. Luego fueron tenidos con orceina acética al 1%. La tasa
de maduracién de ovocitos de vacas con predominancia fenotipica Bos in-
dicus fue del 66,93% mientras que las vacas con predominancia fenotipica
Bos taurus alcanzaron un 43,10% (P<0,001). En cuanto a la tasa de fecun-
dacién se obtuvo para vacas con predominancia fenotipica Bos indicus un
43,68% de ovocitos penetrados normales, 41,74% de penetrados anorma-
les y para vacas con predominancia fenotipica Bos taurus un 31,96% de
ovocitos penetrados normales y 46,39% de ovocitos penetrados anormal-
mente. En cuanto a los ovocitos no penetrados el caso de los Bos indicus al-
canz6 un 6,80% Yy en el caso de los ovocitos Bos taurus un 17,52% (P<0,05).
En cuanto a la tasa de division embrionaria Bos indicus obtuvo un 36,12%
mientras que para el genotipo con predominancia Bos taurus, un 32,30%.
En conclusion, los resultados indican que los ovocitos de vacas mestizas con
predominancia fenotipica Bos indicus son mas competentes en las primeras
etapas de desarrollo in vitro que los ovocitos de vacas mestizas con predo-
minancia fenotipica Bos taurus, atin cuando esa superioridad no se eviden-
ci6 en la capacidad para iniciar las primeras divisiones embrionarias.

PALABRAS CLAVE: Fecundacion in vitro, desarrollo embrionario, Bos taurus,
Bos indicus.

Influence of Racial Predominance on Maturation
Competence, Fertilization and Development
in Vitro of Bovine Ovocites

ABSTRACT

The purpose of this research was based on finding detectable differences in oocy-

te maturation, fertilization and embryonic development; in oocytes from
Cattle of different genetic predominance either Bos taurus or Bos indicus
crossbred cows. This was done, through the collection, selection, matura-
tion and fertilization of oocytes from slaughtered cows and heifers. To ob-
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tain cumulus-oocyte complexes (COCs) the aspiration technique and selec-
tion of oocytes with two o more layers of cumulus cells, intact zona pelluci-
da (ZP) and a homogeneous granular cytoplasm were performed. After se-
lection, oocyte maturation and in vitro fertilization were done. Frozen-tha-
we semen from one Brahman bull (Bos indicus) was used. For the evaluation
of in vitro maturacion IVM as for in vitro fetilizacion IVF, oocytes were fixed
for appoximatelly 24 hours at 4°C in a solution of ethanol-acetic acid (3:1).
They were then stained with 1% acetic orcein. The rate of maturation of
oocytes from cows with a predominant Bos indicus phenotype was 66,93%
while cows with a Bos taurus phenotype prevalence reached a 43.10%
(P<0.001). As for the fertilization rate, cows with Bos indicus predominance
had 43.68% of normally penetrated oocytes and 41.74% of abnormally pe-
netrated oocytes. For cows with a Bos taurus phenotype, 31.96% normally
penetrated oocytes and 46.39% were abnormally oocytes. Penetrated in
terms of non penetrated oocytes 6.80% and a 17.52% (P<0,05) of the Bos
indicus and the Bos taurus oocytes groups reached respectively. As for the
rate of cleavage, Bos indicus obtained a 36.12%, while a 32.30% was found
in the Bos taurus group. In conclusion, these results indicate that oocytes
from predominantly Bos indicus crossbred cows are more competent in the
early stages of development than those oocytes obtained from predominant
by crossbred Bos taurus cows.

KEYWORDS: In vitro fertilization, embryo development, dual purpose cattle,
Bos taurus Bos indicus.

Introduccion

En la region occidental de Venezuela se ha venido desarrollando la
ganaderia de doble propésito (DP) que ha dado como resultado progra-
mas de cruzamiento principalmente del tipo alterno Bos taurus x Bos indi-
cus, con la finalidad de obtener un animal adaptable a las condiciones am-
bientales particulares del tropico. Estos programas se han desarrollado en
vista de las actuales limitantes de la produccién bovina (Bos taurus-Bos in-
dicus), donde se observa un ganado con excelente adaptacion al medio
(Bos indicus) que muestra disminuidas tasas de crecimiento y de produc-
cion lactea, a diferencia de las especies taurinas, las cuales presentan me-
jor produccién lactea, pero bajas tasas de crecimiento por mala adaptabili-
dad al ambiente tropical (Aranguren y Yanez, 2005).

El ganado Bos taurus y Bos indicus tienen un papel vital en el desarro-
llo de sistemas de produccién sostenible en las regiones tropicales de tie-
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rras bajas. Los sistemas DP basados en el pastoreo de vacas mestizas, gene-
ran la mayor parte de la leche producida en el pais y estan desplazando a
los sistemas intensivos basados en el alimento con granos para razas puras
europeas (Isea y Aranguren, 2005). Al mismo tiempo, aumenta el nimero
de explotaciones de carne procedentes de ganado cebu (Jarvis, 1990).

El ganado Bos taurus es muy sensible a las condiciones climaticas, ex-
perimentando grados variables de infertilidad mientras que los animales
con mayor herencia cebuina (Bos indicus), son menos exigentes en ali-
mentacion debido a su menor produccién lechera, poseen caracteristicas
anatémicas y funcionales que los hacen mas aptos para resistir las condi-
ciones ambientales adversas y una mayor resistencia a enfermedades, por
lo cual mantienen tasas de fertilidad méas elevadas a lo largo del afo (Ba-
rros et al., 2006).

En investigaciones previas (Chavez et al., 2010) se encontr6 que, en
vacas Holstein (Bos taurus), el estrés calérico parece reducir la competen-
cia ovocitaria y las tasas de fecundacién, reduciendo el desarrollo del em-
brién y contribuyendo a una mala fertilidad durante los meses de verano;
a diferencia de ganado cebu (Bos indicus) que esta bien adaptado a los
ambientes tropicales, demostrando una méaxima tolerancia al calor, mos-
trando mejor rendimiento reproductivo que Bos taurus en regiones tropi-
cales y subtropicales, concluyendo que en ambientes tropicales el ganado
Bos indicus presenta mejores indices de reproduccién que el ganado Bos
taurus (Camargo et al., 2007).

Estudios recientes, han sefalado que, el estrés calérico ejerce un
efecto nocivo retrasado sobre el desarrollo folicular, los niveles de proges-
terona y sobre la competencia ovocitaria en vacas del género Bos indicus,
a diferencia del Bos taurus, donde el estrés calérico causa un inmediato
deterioro sobre el desarrollo folicular (Sun, 2003). No se conoce concreta-
mente el mecanismo por el cual el estrés calérico puede afectar a los foli-
culosy a los ovocitos, pero se ha descrito que se produce un dafo en la co-
municacién intercelular entre las células de la granulosa, del cimulus y el
ovocito (Al-Katanani, 2002; Smidt y Niemann, 1999). Se afecta la compe-
tencia del ovocito para ser fecundado (Al-Katanani, 2002; Statistical Ana-
lisys Institute, 2001), 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 atn antes de su recluta-
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miento, lo que se traduce en la prolongacién de los efectos del estrés tér-
mico adn en los meses con condiciones mas confortables (Lozano et al,
2005).

Con la finalidad de controlar y manipular adecuadamente algunos
factores relacionados con la reproduccién animal, en las Gltimas décadas
se han desarrollado técnicas que han permitido ejercer parcialmente di-
cho control, donde destacan entre las mas utilizadas: la inseminacién arti-
ficial (IA), ovulaciéon miltiple y transferencia de embriones (MOTE), fecun-
dacién in vitro (FIV), criopreservacién de gametos, clonacion, y transgéne-
sis (Smidt y Niemann, 1999).

La Fecundacion in vitro (FIV) es el proceso mediante el cual el esper-
matozoide es capaz de unirse y penetrar un ovocito para formar un nuevo
individuo bajo condiciones de laboratorio (Hernandez, 2005). También es
definida como el sistema que permite producir embriones bovinos, colec-
tando ovocitos de ovarios de madres donadoras de diferente edad y esta-
do fisiolégico, los cuales se maduran y fecundan en condiciones de labora-
torio, posteriormente los embriones obtenidos se cultivan hasta que pue-
dan ser transferidos a una hembra receptora o puedan ser criopreservados
para su posterior utilizacion (Gaughan et al. 1999).

La capacidad de desarrollo de ovocitos mamiferos esta influenciada
por diversos factores; entre los cuales es posible mencionar, factores de in-
dole endocrino, nutricional, morfol6gico, ambiental, entre otros. Cada vez
es mas evidente la influencia del componente racial sobre procesos fisiol6-
gicos del embrién y los gametos que lo originan. Dada la importancia de la
ganaderia mestiza como alternativa en ambientes tropicales, toma rele-
vancia el hecho de poder caracterizar la influencia del componente racial
sobre la capacidad de desarrollo del ovocito bovino (Barros et al., 2006;
Hashimoto et al., 2002).

Las potencialidades de diferentes predominios raciales de bovinos
productores de carne y leche en el pais, se estudiaran con la finalidad de
evaluar su potencial como donadores de ovocitos para ¢ la produccion in
vitro de embriones (PIV). En el presente articulo se evalué la capacidad de
desarrollo de ovocitos para ser fecundados y desarrollados in vitro, ademas
de comparar estas caracteristicas entre vacas mestizas predominantemen-
te Bos taurus y Bos inducus. Esta habilidad sera considerada como signo de
potencial viabilidad y adaptabilidad del embrién resultante, que debe ser
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tomado en cuenta al momento de estudiar los escenarios de éxito en el es-
tablecimiento de biotecnologias reproductivas como la FIV (Herndndez,
2005).

1.Materiales y métodos

1.1. Seleccién previa de las hembras en matadero

Previo al sacrificio, toda vaca y novilla fue clasificada de acuerdo al
grado de cruzamiento y proporcién fenotipica segin Isea-Villasmil (2005).
Sélo animales con predominancias raciales por encima de 5/8 para Bos
taurus y Bos indicus fueron incluidos en uno de dos grupos (Bos taurus y
Bos indicus), respectivamente.

1.2. Recoleccién de ovarios y obtencién de ovocitos

Los ovarios de vacas y novillas sacrificadas en mataderos comerciales
ubicados cerca del laboratorio (Villa del Rosario, estado Zulia, Venezuela)
fueron colectados y transportados al laboratorio en contenedores isotér-
micos (Friétermo, Potamito®, Venezuela) a temperaturas entre 36 y 38°C,
en un periodo de tiempo no mayor a cuatro horas (h). Una vez en el labo-
ratorio, los ovarios se lavaron dos veces en 250 mL de solucién tamponada
de fosfato salino (PBS), ademas se realizé un tercer lavado con 250 mL de
PBS + 150 ug/mL de Penicilina/Estreptomicina (15140-122, Gibco; San
Rafael- Costa Rica), a una concentracién de 1500Ul/mL de penicilina y
1500 ug/mL de estreptomicina. Los ovocitos se obtuvieron mediante la
técnica de aspiracion, la cual se basa en extraer los ovocitos de los foliculos
con un tamano entre 2 y 10 m. de didmetro del ovario a través de una je-
ringa de 12 mL conectada a una aguja de 18 6 19 gauss (G) (Sensi medical;
Caracas- Venezuela) (Bdez et al., 2008).

1.3. Seleccién de complejos ovocitos-ctimulus (COCs)

Finalizada la técnica de aspiracién se seleccionaron bajo microsco-
pio estereoscépico (Olympus SZ51, Japon) los complejos Ovocitos-Ciimu-
lus (COCs) que presentaron mayor tamano, citoplasma granular, claro y
homogéneo y al menos dos capas completas y compactas de células del
ctmulus (Holyoak et al., 1998).
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1.4. Maduracién in vitro

Los COCs seleccionados se colocaron en grupos de 20-25 en micro-
gotas de 100 L cubiertas con 8 mL de aceite mineral (M8410, Sigma. EUA)
durante 24 h a 38,5°C en una atmésfera con 5% CO, en aire saturado de
humedad, utilizando medio de cultivo tisular TCM-199 (M7528, Sigma,
EUA) suplementado con 5 ug/mL de piruvato sédico (P5280, Sigma, EUA),
5 ug/mL de 17-estradiol ( E2758, Sigma, EUA), 500 g/mL de suero fetal
bovino (SFB; 26140 Gibco; San Rafael de Heredia-Costa Rica), 5 g/mL
FSH (500 UI, Calier EUA), 50 ug/mL de LH (5269, Sigma, EUA), 50 ug/mL
de Penicilina/Estreptomicina (P/S 15140-122, Gibco; San Rafael de Here-
dia-Costa Rica) y 5 ug/mL de Factor de crecimiento epidermal (EGF)
(13247-051, Gibco; San Rafael de Heredia-Costa Rica) (Hernandez,
2005).

1.5. Fecundacion in vitro

Finalizado el periodo de maduracién (24 h) los COCs fueron lavados
en medio TL-Semen, suplementado con piruvato de sodio (P5280, Sigma,
EUA) y 5 uL de Penicilina/Estreptomicina (P/S 15140-122, Gibco; San Ra-
fael de Heredia-Costa Rica) para luego ser transferidos en grupos de 25
ovocitos a placas con gotas de 100 uL del mismo medio cubiertas con
aceite mineral (M8410, Sigma, EUA). Para la seleccion de los espermato-
zoides se descongel6 una pajuela del toro Brahman puro de probada ferti-
lidad en bano Maria (Fisher Scientific, Isotemp 250, Buduque, Lowa, EUA)
a 37°C por 30 segundos, su contenido fue colocado en tubo cénico de 15
mL en una columna de fraccionamiento en gradiente discontinuo de Per-
coll y medio de lavado TL-Semen (45% para la capa superiory 90% para la
capa del fondo del tubo). Se procedi6 a centrifugar (Eppendorf, 5415D,
Alemania) a 39g, por 10 min. Se tomaron 30 uL del pellet y se colocaron
en un tubo eppendorff y se mantuvo en incubacion (38°C, 5%CO, y aire
saturado de humedad) mientras se realizaba la medicién de la motilidad
individual y la concentracién espermatica para realizar la respectiva dilu-
ci6n. Una vez ajustada la concentracion de espermatozoides a 1x10° es-
permatozoides vivos y motiles/mL, se procedi6 a colocar 5 uL de esta solu-
cién a las gotas de fecundacién. Los gametos permanecieron en co-cultivo
durante 18 horas a 38.5°C en una atmésfera con 5%CO2 en aire saturado
de humedad (Parrish et al., 1988).
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1.6. Cultivo in vitro

Finalizado el tiempo de la fecundacion los presuntos cigotos fueron
despojados de las células del cimulus mediante agitacién mecénica den-
tro de la gota de fecundacién, luego se les aplicé un lavado con medio
TL-Semen y uno con medio SOF (fluido oviductal sintético) suplementado
con piruvato de sodio (P5280, Sigma, EUA.), antibiético Penicilina/Estrep-
tomicina (15140-122, Gibco; San Rafael-Costa Rica), suero fetal bovino
(26140, Gibco; San Rafael-Costa Rica) y 6mg/mL de BSA (Sigma A3059,
EUA). Finalmente los presuntos cigotos se transfirieron a gotas de 100 pL.
de medio SOF cubiertas con aceite mineral (M8410, Sigma, EUA)
(Wortzman y Evans, 2004).

1.7. Evaluacion de la tasa de maduracion in vitro

Luego del periodo de maduracién los ovocitos se observaron bajo
microscopio 6ptico (400X, Olympus CX31, Japén) y se seleccionaron
aquellos que presentaban un citoplasma homogéneo y capas completas
de células del cimulus expandido, caracteristicas minimas de un ovocito
madurado. Se consideraron ovocitos degenerados, aquellos que presenta-
ban un citoplasma contraido y oscuro. Se cont6 el nimero de ovocitos
maduros y se tomé una muestra de cada grupo (Bos taurus y Bos indicus) y
se realizaron comparaciones estadisticas entre los resultados obtenidos en
cada uno, expresados en porcentaje. Los ovocitos a ser fijados se denuda-
ron con citrato de sodio al 3%, y luego se colocaron en una solucién de
etanol-acido acético en proporcién 3:1 durante 24 h a 4°C. Posteriormen-
te se procedi6 a tefir los ovocitos con orceina acetica al 1%, para evaluar
la maduracién nuclear en el microscopio 6ptico. Se clasificaron segtn el
estadio meidtico alcanzado en: maduros (Metafase Il o Telofase I); ovoci-
tos inmaduros (Anafase |, Metafase I, Condensacién Cromosémica y Vesi-
cula Germinal) u ovocitos degenerados (Gonzalez et al., 2000).

1.8. Evaluacion de la fecundacion in vitro

Para la evaluacién de la fecundacién se tomaron muestras de COCs a
las 18 h postinseminacion, éstos fueron lavados con citrato de sodio al 3%
bajo microscopio estereoscépico para despojarlos completamente de las
células del cimulus. Luego se fijaron en una mezcla de etanol: dcido acéti-
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co en proporcion 3:1 durante 48 h. Los ovocitos fijados se montaron en [3-
minas portaobjetos y se tifieron con orceina acética al 1% y se evaluaron
en microscopio 6ptico, clasificindose como:

a.

Normalmente Fecundados (2PN+C): cuando en el citoplasma de los
cigotos se observa 2 prontcleos, uno femenino y otro masculino y
una cola de espermatozoide, o bien una cabeza de espermatozoide
descondensdndose acompanada de su cola y de un prontcleo feme-
nino.

Anormales: en este grupo, los ovocitos fueron penetrados por los es-
permatozoides pero se observé alguna alteracion de la fecundacion.
Entre estas estan:

— Telo II: cigotos que presentaron un retraso marcado en la forma-
cion de los prontcleos, permaneciendo en telofase |I.

— Asincronicos: en este grupo los ovocitos son penetrados solamente
por un espermatozoide, pero se observa alguna alteracién o retra-
so marcado en la formacién de los prontcleos, cigotos que pre-
sentan una cabeza de espermatozoides sin descondensar acom-
panada de un prontcleo femenino.

Poliespérmico (2PN): cigotos en los que se observaron mas de dos
prontcleos en su citoplasma. Dentro de este grupo se consideraron
los cigotos cuando en su citoplasma se observaron mas de dos pronu-
cleos y los dos corpusculos polares, mas de dos cabezas de esperma-
tozoides descondensdndose o mas de dos colas.

No Fecundados: ovocitos que se encontraron en estadio de metafase
Il o telofase I, sin presentar en su citoplasmas algunas de las caracte-
risticas anteriormente sefialadas (Izquierdo, 1996).

1.9. Evaluacion de la divisiéon embrionaria

La evaluacion de la divisiéon se realizé una vez transcurridas 48 hs

post-inseminacién (phi), se procedi6 a observar los presuntos cigotos bajo
microscopio estereoscépico en un aumento de 50X, clasificindolos en
ovocitos no fecundados, embriones no divididos y embriones divididos en
2; 3; 4y 6 células (Rocha et al., 1998).
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1.10. Andlisis de datos

Las mediciones se realizaron a partir de los ovocitos obtenidos de
animales mestizos de DP, predominantemente Bos indicus o Bos taurus.
Las tasas de maduracién (proporcién de ovocitos totalmente madurados,
con relacién al total), tasa de fecundacién (proporcién de ovocitos pene-
trados normalmente, con relacion al total ovocitos puestos a fecundar) y
de division a las 48 h (proporcién de cigotos divididos con relacion al total
de cigotos pasados a cultivo) de ambas especies se expresaron como fre-
cuencias y proporciones analizadas mediante el test de y del paquete es-
tadistico SAS. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando (P<0,05).

2. Resultados y discusion

Se evaluaron un total de 243 ovocitos, de los cuales 116 pertenecie-
ron al grupo experimental con predominancia fenotipica Bos taurus 'y 127,
al grupo Bos indicus. Los resultados se resumen en la tabla 1, donde se
muestra la progresion meiética de los ovocitos bovinos. En el presente es-
tudio, la tasa de maduracion total obtenida fue de 55,55%, resultados si-
milares a los observados por Baez y col. (2008) (61,36%) y Chavez y col.
(2010) 59,50% en ovocitos bovinos madurados recuperados de hembras
mestizas provenientes de matadero. La tasa de los ovocitos degenerados
se mantuvo bastante baja con un 13%, lo que sugiere una buena calidad
en el sistema de maduracion in vitro.

Con referencia a los resultados obtenidos para el grupo experimental
con predominancia fenotipica Bos indicus, la tasa de maduracion fue su-
perior, con 66,93% de ovocitos madurados, comparados con los Bos tau-
rus con un 43,10%. Fue posible observar diferencias estadisticamente sig-
nificativas con respecto a ambos grupos experimentales (P<0,01), demos-
trando que los ovocitos con predominancia racial Bos indicus son mas
competentes para reanudar la meiosis hasta el estadio de metafase Il. Los
porcentajes de ovocitos inmaduros con predominancia Bos indicus fueron
mas bajos (27,56%) que los porcentajes de ovocitos inmaduros con predo-
minancia Bos taurus que alcanzaron un porcentaje de 51,72%, encontran-
dose diferencias estadisticamente significativas (P<0,001). En referencia a
los ovocitos madurados resultados similares fueron encontrados por Cha-
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TABLA 1. Progresién meidtica de ovocitos bovinos de ambos grupos
reciales con predominancias fenotipicas Bos taurus y Bos indicus

Predom N2de N2 de ovocitos maduros N¢ de ovocitos inmaduros N2 de
inio - COCs rojo1 MII Total  Anal M ccl Total P8
Racial totales
n n n n n n o
ev(;alua— o o % % % % % %
0s

Bos 116 23 27 50 21 36 3 60 6
taurus (19,83) (23,27) (43,10)b (18,10) (31,03) (2,58) (51,72)* (5,17)
Bos 127 31 54 85 18 15 2 35 7
indicus (24,41) (42,52) (66,93 (14,17) (11,85) (1,57) (27,56)° (5,51)
Total 243 54 81 135 39 42 5 95 13

(22,22) (33,33) (55,55 (16,05 (17,28) (2,06) (39,09) (5,35)

" ab.: Valores en la misma columna con diferente superindice difieren significativamente
(P< 0,01). Telol: telofase I.  MIl: metafase Il.  Anal: anafase I. MI: metafase I.
CCll: condensacién cromosémica [Il. - N° de Deg: Ovocitos degenerados.

COCs: Complejos cumulus-ovocitos.

vez y col. (2010) con un 50,94% de ovocitos maduros para Bos taurus y un
66,17% para Bos indicus. Con diferencias estadisticas significativas
(P<0,05), con respecto a la tasa de ovocitos inmaduros obtuvo un 29,25%
para Bos taurus y un 23,53% para Bos indicus.

Para la fecundacion se evaluaron un total de 200 presuntos cigotos,
de los cuales 97 pertenecieron al grupo con predominancia fenotipica Bos
taurus y 103 a Bos indicus. En la tabla 2 se especifican los porcentajes que
presentaron ambos grupos raciales para el nimero de ovocitos no pene-
trados, penetrados normales, penetrados anormales y degenerados. En los
resultados obtenidos en FIV, el porcentaje total de ovocitos penetrados
fue de 38%. Chavez y col. (2010) obtuvieron un 12,21%, mientras que
otros autores obtuvieron mayores tasas de penetraciéon como Hashimoto y
col. (2002) con 75%; Méo y col. (2007) con un 69,6%; Chohan y Hunter
(2004) y Gonzalez y col. (2000) con 49,4 y 41,17%, respectivamente. En
cuanto a los ovocitos penetrados normalmente, las diferencias entre am-
bos grupos experimentales fueron sutiles, pero a pesar de no encontrar di-
ferencias estadisticamente significativas, se observé que en el grupo Bos
indicus con un 43,68%, mantuvo el mayor porcentaje de ovocitos pene-
trados normalmente con respecto a un 31,96% del grupo Bos taurus. Esta
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TABLA 2. Evaluacién de fecundacién de ovocitos bovinos de ambos
grupos raciales con predominancias fenotipicas Bos taurus y Bos indicus

Predominio N2de  No Ovoc. Ovoc. Penet. Anormales Deg.
Racial Ovoc. Penet. Penet. n
Totales n Normales (%)
evalua-— (%) 5 p\ P Teloll  Asin. 2PN Total
dos
n (%) n n n n
% % % %
Bos taurus 97 17 31 10 22 13 45 4
(17,52)° (31,96) (10,31) (22,68) (13,40) (46,39) (4,12)
Bos indicus 103 7 45 10 18 15 43 8
(6,80 (43,68) (9,71) ((17,47) (14,56) (41,74) (7,77)
Total 200 24 76 20 40 28 88 12
(12) (38) (10) (20) (14) (44) (6)

*

ab.: Valores en la misma columna con diferente superindice difieren significativamente
(P< 0,05). Ovoc. No Penet.: Ovocitos no penetrados. 2PN +CP: ovocitos penetra-
dos presentando 2 prontcleos y un corptsculo polar.  Telo II: ovocitos en telofase II.
Asin: ovocitos asincrénicos. > 2 PN: ovocitos poliespérmicos. Deg.: Degenerados.

tendencia se mantuvo para los ovocitos penetrados anormalmente donde
el grupo Bos indicus estuvo por debajo en cuanto a la tasa de penetracion
anormal con un 41,74% con respecto al grupo Bos taurus con 46,39%. Es-
tas anomalias podrian ser causadas por ciertos acontecimientos, tales
como: la penetracion del espermatozoide, la descondensacién del esper-
matozoide, los defectos asociados a la maduracion nuclear, los defectos
asociados con la maduracién citoplasmética, la falta de activacion del ovo-
cito (Edirisinghe et al., 1997). La tasa de los ovocitos no penetrados para el
grupo con predominancia Bos indicus fue de 6,80%, mientras que para
Bos taurus fue de 17,52%, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).

Para la division embrionaria se evaluaron un total de 816 embriones
que fueron a cultivo, 517 pertenecieron al grupo con predominancia fe-
notipica Bos taurus y 299 al grupo Bos indicus. Transcurridas 48 h phi se
encontr6 que, se dividieron 167 embriones para Bos taurus y 108 para Bos
indicus. En la tabla 3 se especifican los nimeros y porcentajes que presen-
taron ambos grupos raciales para la division de los embriones de dos y de
mas de dos células. En cuanto a la tasa de division total a las 48 h phi fue de
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TABLA 3. Evaluacién de divisién 48 horas post-inseminacion
de embriones bovinos de ambos grupos raciales con predominancias
fenotipicas Bos taurus y Bos indicus

Predominio  Total Cig. a CIV Total Embr. div. a 2 Cél >2 Cél
Racial n las 48 h pi n n
% n % %
%
Bos taurus 517 167 (32,30) 47 (28,14) 120 (71,86)
Bos indicus 299 108 (36,12) 28 (25,93) 80 (74,07)
Total 816 275 (33,70) 75 (27,27) 200 (72,73)

un 33.70%. En otros estudios se encontraron tasas de divisién mayores.
Entre ellos Torrres-Junior y col. (2008) con un 74,6%, Paula-Lopes y col.
(2003) con un 75,5% y Rivera y Hansen (2001) con un 85%.

Es evidente la diferencia que existe entre la tasa de divisién alcanza-
da en este estudio y la observada en otros trabajos, esto puede deberse a
factores relacionados con las condiciones en el cultivo. Rivera y Hansen
(2001) observaron que, con medio condicionado (medio de cultivo celu-
lar que contiene los productos secretados por un cultivo celular en un
tiempo dado) se obtuvieron mayores porcentajes de division en embrio-
nes de estadios tempranos (de 4 a 8 células) a diferencia de las tasas de di-
vision alcanzada por embriones cultivados con células oviductales. Otra
razon por la cual se obtiene una baja tasa de desarrollo podria deberse a la
seleccion de los COCs previo a la maduracién, etapa en la cual se deberfa
ejercer una estricta evaluacion sobre la calidad morfolégica, tanto de las
células del cimulus como del ovoplasma (Sirad et al., 2006).

El estrés caldrico, es una situacion que afecta la produccién de leche
en las regiones tropicales (Avila et al., 2002). Las altas temperaturas y ele-
vada humedad relativa del ambiente son comunes en el verano del trépi-
co y con frecuencia rebasan la capacidad de los mecanismos homeostati-
cos termorreguladores de los animales para la disipacién del calor, provo-
cando condiciones de estrés que afectan su fisiologia (Stainer et al., 1986).
Esto se refleja en la disminucién del consumo voluntario de alimentos (Ha-
fez, 2002), una baja produccién de leche (Wets et al., 2003) y la disminu-
cién en la eficiencia reproductiva de las vacas en produccion (Talbot et al.,
2003).
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La capacidad que tiene el ovocito para mantener el desarrollo em-
brionario y resistir a los dafos que causa el estrés calérico, la mala alimen-
tacion, entre otros, es adquirida en el ovario durante las etapas de desarro-
llo que preceden a la ovulacién o en el caso de la maduracién in vitro, que
preceden a la recuperacién del ovocito a partir del foliculo. Segin Hyttel y
col. (1997), el desarrollo del ovocito consta de las fases de crecimiento, ca-
pacitacién durante la dominancia folicular y maduracién final, que juega
un papel clave en la adquisicién de la competencia total para el desarrollo.
Se ha observado que durante este proceso, el ovocito se prepara para
mantener el posterior desarrollo embrionario, mientras que durante la
maduracién se le proporciona una sefal apropiada para desencadenar el
desarrollo (Moor y Trounson, 1997).

La exposicion a estrés por calor tiene un efecto menos nocivo en la
fertilidad de las razas de ganado adaptadas a los climas calidos que en la
de razas de climas templados (Roth et al., 2001). Esta diferencia se ha atri-
buido a la capacidad superior de bovinos tolerantes al calor para regular la
temperatura corporal en presencia de estrés cal6rico (Adeyemo et al.,
1979; Bennet et al., 1985; Block et al., 2002; Gonzalez et al., 2000; Han-
sen y Arechiga, 1999).

Allworth y Albertini (1992, 1993) describen que existe evidencia
consistente de que la maduracién meidtica involucra vias de interaccion
entre las células del cmulus y el ovocito bovino. Ambos afirman que, la
maduracién in vitro del ovocito bovino involucra modificaciones en el ci-
toesqueleto de las células del cimulus que podrian regular el inicio, la pro-
gresion y termino de la maduracion del ovocito.

Teniendo en consideracion que la colecta de los ovarios para la reali-
zacion de este estudio, se llevé a cabo durante el verano (abril-mayo), es
posible encontrar una explicacién para la ausencia de diferencias estadisti-
camente significativas entre las tasas de fecundacién de ambos grupos ex-
perimentales. Hansen y col. (1999) informan que, el éxito de la FIV se re-
duce durante los periodos cdlidos del afio en los Estados Unidos de Nor-
teamérica (EUA) (area sub tropical), esto se ha demostrado en ovarios de
matadero obtenidos de vacas mestizas Angus y Holstein. Es precisamente
por ello que se esperaba encontrar que el genotipo tuviese efectos impor-
tantes sobre la magnitud del estrés cal6rico en todo animal y en respuesta
al choque térmico en los tejidos.
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En el presente estudio, el grupo experimental con predominancia fe-
notipica Bos indicus se observé un 17,47% de ovocitos asincrénicos y un
14,56% de ovocitos polispérmicos. Similares porcentajes se observaron en
el grupo experimental con predominancia fenotipica Bos taurus donde se
obtuvieron un 22,68 y 13,40%, respectivamente. Estos porcentajes se co-
rresponden con otros estudios realizados, en donde se observé de forma
frecuente porcentajes entre el 10 y el 25% de asincronia en ovocitos bovi-
nos (Coy et al., 2005; Wortzman y Evans, 2004).

Si bien los ovocitos asincrénicos no se consideran una anomalia de la
fecundacién, se conoce que son producto de un fallo en el proceso de fe-
cundacion, apareciendo en algunos de los casos el desarrollo del segundo
prontcleo pocas h posteriores, formando un cigoto diploide (Rivera y
Hansen, 2001). La presencia de un Gnico prondcleo indica la activacién
del ovocito y la formaciéon del prondcleo femenino (Edirisinghe et al.,
1997), que generalmente contiene la cabeza del espermatozoide conden-
sada o parcialmente descondensada y pueden permanecer en este estado
o activarse partenogenéticamente (Thatcher y Hansen, 1993). Segun ljaz y
Hunter (1989), la asincronia es un error que puede estar causado por la
ausencia del factor de crecimiento del prontcleo masculino (MPGF), de-
bido a una maduracién citoplasmatica deficiente o la omisién de hormona
luteinizante (LH) o de la gonadotropina coriénica humana (hCC) en el me-
dio utilizado para maduracion.

Las causas de la poliespermia atin no estan muy claras (Jarvis, 1990;
Tournaye et al., 1996; Torres et al., 2008). Entre las causas del fallo en el
bloqueo de la poliespermia se pueden mencionar las siguientes: una ina-
decuada maduracién in vitro de los ovocitos, lo que provoca una exocito-
sis defectuosa de los granulos corticales (Sun, 2003), excesivo tiempo de
vida de los ovocitos utilizados (Wortzman y Evans, 2004), el uso de un alto
ndmero de espermatozoides capacitados por ovocito, defectos a nivel de
la zona pelicida o inadecuada composicion de los medios de cultivo con
excesiva presencia de proteinas. Este bloqueo que funciona adecuada-
mente en condiciones fisiol6gicas, demuestra una baja eficacia in vitro
(Thatcher y Hansen, 1993). Cualquiera de estas observaciones o combina-
cion de ellas podria explicar nuestros elevados niveles de poliespermia en
ambos grupos.
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Otros trabajos como el de Eberhardt y col. (2008), quienes estudia-
ron los efectos del estrés térmico sobre el desarrollo embrionario evaluan-
do el ganado Nelore (B. indicus) Angus y Holstein (B. taurus), y mestizos
(Bos indicus frente Bos taurus); concluyeron que los embriones fecunda-
dos con semen Nelore son mas capaces de sobrevivir al calor en las prime-
ras etapas de desarrollo que los ovocitos Holstein fecundados con Angus,
siendo esto resultado de la contribucién genética de los ovocitos y los es-
permatozoides. Estos resultados indican que, al igual que el ovocito, el es-
permatozoide influye en la capacidad termotolerante de los embriones
producidos in vitro, sin embargo en este estudio solo se utiliz6 una raza de
toros.

En particular, los embriones de ganado Brahman son mds capaces de
sobrevivir al aumento de la temperatura que los embriones de Angus y
Holstein, dos razas termosensibles. Ademas, los linfocitos de Brahman y
Senepol (Bos indicus) experimentan menos apoptosis después del choque
térmico que los linfocitos de otras razas. Por lo tanto, los ganados Brahman
y Senepol no sélo regulan la temperatura corporal en la respuesta al estrés
por calor con mayor eficacia que las razas de climas templados (Gonzalez
et al., 2000; Hansen y Arechiga, 1999), sino que también la hipertermia
que resulta de la tensién de calor tiene menos efectos negativos sobre la
funcién celular.

La exposicion de los embriones hasta 41°C inhibe su desarrollo. La
identificacion de los genes que controlan la termotolerancia celular en el
ganado Brahman (Bos indicus) puede, por lo tanto, dar lugar a estrategias
genéticas para mejorar la supervivencia embrionaria durante el estrés ca-
|6rico en las razas que no son termotolerantes. Es importante determinar la
etapa del desarrollo embrionario en la que las diferencias genéticas de re-
sistencia al choque térmico se hacen evidentes. Los embriones bovinos
son mas sensibles al choque térmico en las primeras fases de division (pre-
vias a la implantacién) (Edwards y Hansen, 1997). Este periodo es también
uno de los mas limitados en cuanto a expresién génica (Roth et al., 2001).
En algunas ocasiones es posible que las diferencias genéticas en cuanto a la
termotolerancia no se manifiesten, ya que es hasta después de la activa-
cién del genoma embrionario cuando estd completamente desarrollado,
que se inicia la actividad transcripcional, es decir, cuando el embrién bovi-
no esta en la fase de ocho a 16 células (Paula-Lopes et al., 2003).
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Otro estudio que refleja la adaptacién que presenta el ganado Bos in-
dicus a ambientes tropicales es el realizado por Camargo y col. (2007),
quienes demostraron que existen diferencias reproductivas entre hembras
Bos indicus y Bos taurus, debido a que existen diferencias significativas y
evidentes en la transcripcién de la expresion de la proteina de choque tér-
mico Hsp 70.1, que promueve la proteccion contra el dafo por calor, y su
transcripcion se asocia al estrés. Estos autores concluyen que esta diferen-
cia podria estar asociada con el desarrollo de la competencia y la adapta-
cién para el ambiente tropical de las vacas Bos indicus a diferencia de las
Bos taurus, ya que la transcripcién de Hsp 70.1 se incrementa en condi-
ciones estresantes (Camargo et al., 2007).

Los procesos reproductivos masculino y femenino en los mamiferos
son muy sensibles a perturbaciones por hipertermia, reduciendo la canti-
dad vy la calidad de la produccién de semen y la disminucién en la calidad
del ovocito, respectivamente (Hansen et al., 2001; Statistical Analysis Insti-
tute, 2001), disminuyendo la fecundidad (Tournaye et al., 1996). Ademds,
la baja fertilidad en temporadas célidas se ha atribuido a efectos retarda-
dos del estrés por calor en el verano obteniendo ovocitos de mala calidad
y un bajo desarrollo de embriones (Rocha et al., 1998).

Los resultados derivados de este estudio senalan que, el ganado con
predominancias racial Bos indicus presenta mejores porcentajes de madu-
racion y FIV, que el ganado predominantemente Bos taurus, debido a que
presentan ovocitos mds competentes que pudieran corresponderse con
mejor adaptabilidad a ambientes tropicales, como resultado de la selec-
cién de genes que controlan la termotolerancia, y que pueden llegar a de-
sarrollarse hasta blastocisto en mayor porcentaje que el ganado Bos taurus,
demostrando mayor habilidad reproductiva.

Conclusiones

La capacidad de maduracién in vitro de los ovocitos provenientes de
vacas mestizas con predominancia racial Bos indicus mostraron ser mas
competentes para reiniciar la meiosis en comparacién con los ovocitos
provenientes de vacas mestizas con predominancia racial Bos taurus. La
competencia para ser fecundados que presentaron los ovocitos con pre-
dominancia racial Bos indicus super6 a la de los ovocitos procedentes de
hembras mestizas Bos taurus, sin embargo no se alcazaron diferencias sig-
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nificativas en este renglén. Mas sin embargo, se logré detectar una diferen-
cia significativa en el porcentaje de ovocitos no penetrados, donde el por-
centaje fue significativamente menor en el grupo de los Bos indicus. La
tasa de division embrionaria a las 48 hpi para ovocitos Bos indicus y Bos
taurus madurados y fecundados fueron similares.
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