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RESUMEN

El Utero es una estructura que por mucho tiempo se ha pensado que era libre de
microorganismos esto debido a los pocos estudios que existian de este drgano.
Actualmente se han desarrollado metodologias para la obtencion de la mucosa uterina 'y
secuenciamiento gendmico que permitan conocer la poblacion de microbiota existente y
su relacién con la fertilidad (prefiez, aborto, infecciones y enfermedades). En este estudio
se evalud la caracterizacion del microbioma uterino y su relacion con la tasa de
implantacion embrionaria en bovinos. Se selecciond mediante evaluacion ginecoldgica,
corporal y sanitaria a 53 bovinos posibles receptoras de embrion, a los que 20 dias antes
de iniciar el protocolo de sincronizacion se les realizd un raspado uterino en dos
segmentos especificos (cuerpo uterino y mitad craneal del cuerno uterino),
posteriormente se extrajo ADN gendémico de las muestras obtenidas y se realizd la
amplificacion por PCR convencional del gen 16S. Iniciado el protocolo de sincronizacion
de celo se transfirié los embriones solo a las bovinos con cuerpo luteo >16mm para
realizar el diagndstico de gestacion a los 28 a 30 dias. Se logré obtener ADN de buena
calidad y pureza de 24 animales donde el mayor porcentaje pertenece a bovinos con
mayor namero de partos, al evaluar la composicidn de microbiota se evidencié diferencias
entre individuos y agrupamientos realizados (razas, segmento, nimero de partos e
individuo), encontrando dominancia del phylum Proteobacteria y Bacteroidetes. En
conclusion, existe relacion entre la presencia de los géneros Chryseobacterium,
Pedobacter, Pseudomonas y Sphingobacterium en el cuerpo uterino; y Chryseobacterium,
Pedobacter, Psychrobacter y Paeniglutamicibacter en mitad craneal del cuerno uterino

con el éxito de prefiez en bovinos sincronizadas.

Palabras clave: cuerpo uterino, ganado bovino, cuerno uterino, phylum, géneros.
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ABSTRACT

The uterus is a structure that has long been thought to be free of microorganisms due to
the few studies that existed of this organ. Currently, methodologies have been developed
to obtain the uterine mucosa and genomic sequencing that allow knowing the existing
microbiota population and its relationship with fertility (pregnancy, abortion, infections,
diseases). In this study, the characterization of the uterine microbiome and its relationship
with the embryo implantation rate in cattle were evaluated. Fifty-three possible embryo
recipient cows were selected by gynecological, body and health evaluation, and 20 days
before starting the synchronization protocol, a uterine curettage was performed in two
specific segments (uterine body and cranial half of the uterine horn), Subsequently,
genomic DNA was extracted from the samples obtained and conventional PCR
amplification of the 16S gene was performed. Once the estrus synchronization protocol
was started, the embryos were transferred only to the cows with a corpus luteum >16mm
to perform the pregnancy diagnosis at 28 to 30 days. It was possible to obtain DNA of
good quality and purity from 24 animals where the highest percentage belongs to cows
with a higher number of births. When evaluating the composition of the microbiota,
differences between individuals and groupings (breeds, segment, number of births and
individual) were evidenced, finding dominance of the phylum Proteobacteria and
Bacteroidetes. In conclusion, there is a relationship between the presence of the genera
Chryseobacterium, Pedobacter, Pseudomonas and Sphingobacterium in the uterine body;
and Chryseobacterium, Pedobacter, Psychrobacter and Paeniglutamicibacter in the

cranial half of the uterine horn with successful pregnancy in synchronized cows.

Keywords: uterine body, cattle, uterine horn, phylum, genera.
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INTRODUCCION

Transferencia de embriones

La primera especie en la cual se pudo transferir un embrién en una hembra ciclica fue en
los conejos en el afio 1891; sin embargo, la induccion y eficiencia para su uso en bovinos
recién pudo observarse en el afio 1970 (Betteridge, 2003). La técnica de transferencia de
embriones (ET) ha permitido conocer a fondo las bases cientificas de la biologia
reproductiva como herramienta para el mejoramiento genético mediante biotecnologias
reproductivas, especificamente en la produccion de embriones in vivo e in vitro,

clonacion, transgeénesis, etc (Hansen, 2020).

La transferencia de embriones ha permitido a nivel mundial aumentar el nimero de crias
nacidas de alto valor genético, mejorando la productividad de pequefios, medianos y
grandes ganaderos; por lo que estas madres receptoras cumplen un papel fundamental en
los programas de mejoramiento genético siendo responsables de recepcionar un embrion

y mantener una prefiez a término (Martinez et al, 2021).

¢ Qué es el microbioma?

Las comunidades microbianas tienen la caracteristica de prosperar en diversos ambientes,
incluyendo dentro y sobre las superficies corporales, destacando asi la importancia de la
relacién hospedero-microbioma en la modulacién del desarrollo, digestion, contribucion
de la inmunidad del hospedero, entre otros (Parfrey et al., 2018). Las comunidades
microbianas poseen diversas caracteristicas como diversidad, complejidad, cooperacion,
competencia, interaccion entre otras (Costello et al., 2009). Se denomina comunidad
microbioma a los microorganismos que habitan en un microbioma especifico; mientras
que el contenido genético de los microorganismos en conjunto se denomina microbioma
(Janssens et al., 2018). Se considera que el microbioma se refiere a una variedad de
microorganismos que habitan pacificamente, y que las perturbaciones de estas
poblaciones naturales pueden conducir a un efecto perjudicial de la salud del hospedero
(Knight et al., 2017).

La caracterizacion de la diversidad del microbioma se asocia a un amplio rango de
hospederos, esto permite dilucidar las funciones esenciales desarrolladas por los

microbios en los hospederos (Neckovic et al., 2019), desentrafiando su influencia en la
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salud, fisiologia, desarrollo y comportamiento del propio hospedero (Rosenberg & Zilber-
Rosenberg, 2016). Kolodny & Schulenburg (2020) describieron que el microbioma
puede considerarse como una fuente de plasticidad fenotipica adaptativa, es decir, que los
hospederos tienen la capacidad de adaptarse y modificar su microbioma ante cualquier
desafio ambiental. La composicion del microbioma tiende a estar influenciado por
diversos factores como la alimentacion, antibidticos, entre otros (Marti et al., 2017), y es
conocido que los estados de salud o enfermedad estan directamente relacionados al

microbioma.

Caporaso et al., (2011) describieron factores como la genética, epigenética, e incluso
condiciones geograficas afecta de manera directa o indirecta al desarrollo y diversidad de
la poblacion microbiana (Lee et al., 2014). Moeller & Sanders (2020) sefialan cémo los
efectos del microbioma han dado forma, y siguen modulando la evolucion de los

mamiferos.

Debido a los avances en las tecnologias de secuenciacion y los métodos analiticos, se han
obtenido resultados sustanciales en la identificacion de taxones microbianos, asi como
una mejor comprensién de la relacion entre la composicion del microbioma y el fenotipo
del huésped (Kolodny et al., 2020). Los avances de estas nuevas estrategias de
identificacion del microbioma estan conduciendo a novedosas técnicas para mejorar la
salud humana y animal, mejorar el rendimiento de los cultivos y la calidad nutricional, y

el control de diversas plagas y agentes de enfermedades (Appiah et al., 2020).

El microbioma tiene mayor ubicacion en el intestino, donde el nimero y la complejidad
aumentan desde el estomago hasta el colon (Caporaso et al., 2011). También se report6
la presencia de microbioma en otros sitios anatomicos, como los pulmones, piel, 0jos,
placenta, oido, cavidad oral entre otros, ademas varia entre individuos e incluso a lo largo

del tiempo (Janssens et al., 2018).

Debido a la importancia del conocimiento sobre la evolucion y adaptacion del
microbioma en la naturaleza de los hospederos, se ha descrito y desarrollado técnicas de
caracterizacion con bastante énfasis para describir aquellas presentes en la piel (Ross et

al., 2019; Boxberger et al., 2021), boca (Davis, 2016), ciegos (Turner, 2018), entre otros
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que explican el dinamismo de las comunidades microbianas como parte de los cambios
en la salud de los hospederos. Sin embargo, existe poca literatura disponible sobre la
caracterizacion del microbioma de los sistemas reproductores, pese a los esfuerzos
actuales en la comprension de los roles de los microorganismos y los dinamismos en los
tejidos reproductivos, en particular del tracto reproductivo femenino (Chen et al., 2017a;
Schoenmakers et al., 2019).

El desarrollo de la metagenémica en la caracterizacién de microbiomas.

El desarrollo de métodos moleculares independientes de cultivo celular tales como la
secuenciacion de genomas completos o parciales permiten caracterizar aquellas especies
bacterianas que no crecen con técnicas de cultivo clasico. De hecho, con el avance las
técnicas de secuenciamiento de nueva generacion (NGS) en la ultima década ha permitio

estudiar los genomas microbianos constituyentes de diferentes fuentes (Liu et al., 2021).

La metagendmica es una herramienta molecular que nos permite investigar la
composicion de una comunidad microbiana y la identificacion de taxones, ya sea
mediante fragmentos especificos del genoma o por el genoma completo (Aguiar-Pulido
et al., 2016). A diferencia de los estudios gendmicos, donde se estudia el material
genético de un organismo especifico, la metagenémica (“meta” que significa “mas alla”)
se refiere a los estudios del material genético de comunidades enteras de microorganismos
provenientes de una sola muestra, proporcionando una vista mas amplia en términos de
taxonomia y funcionamiento potencial (Greninger, 2018). Este proceso implica la
secuenciacion después de que se extrae el ADN de muestras. El secuenciamiento genera
un gran volumen de datos en forma de lecturas cortas, de las cuales se puede construir un
perfil microbiano, como si se armara el cuadro completo con las piezas de un

rompecabezas (Aguiar-Pulido et al., 2016).

El andlisis de estos se puede hacer mediante la secuenciacion completa del genoma de
todos los microorganismos presentes en una muestra, por otro lado, como alternativa, se
puede realizar inferencias mediante la secuenciacién de fragmentos pequefios y/o
amplicones de PCR, como el gen de ARN ribosomal 16S (restringido para bacterias y

arqueas) (Jovel et al., 2016), o las regiones génicas ITS (espaciador transcrito interno)
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(Greninger, 2018). Existe una discusion actual sobre el uso de terminologias, algunos
investigadores argumentan la idea de hacer de una distincion “metagendémica”, utilizada
para describir un enfoque gendémico amplio e integral para el perfil de microbiomas, y
“metataxondmica”, que usa amplicones de un gen marcador objetivo para hacer

inferencias taxondémicas (Aguiar-Pulido et al., 2016).

Existen bases de datos especializados en genomas de referencia, los cuales se usan para
construir perfiles taxondmicos e inferir las funcionalidades potenciales de una comunidad
microbiana (Nelson et al., 2010); por otro lado, existe una gran cantidad de bases de datos
para amplicones como el gen del 16S que ayudan en la clasificacion y construccion de
perfiles taxondmicos de un microbioma (Cole et al., 2014) y actualmente con un enfoque

diagnostico (Greninger, 2018).

Microbioma del tracto reproductor de la hembra

Inicialmente, se creia que el tracto reproductivo de la hembra era un 6rgano libre de
microorganismos (Schoenmakers et al., 2019). Utilizando tecnologias dependientes de
cultivo demostraron la presencia de bacterias en los tejidos reproductivos, sin embargo
estas solo limitan el crecimiento de ciertas especies bacterianas (Galvao et al., 2019). La
relacion ganado-microorganismo es de fundamental importancia para el control de
enfermedades, uso sostenible y toma de decisiones. Los métodos de deteccion de
comunidades microbianas basados en técnicas convencionales dependientes del cultivo
han demostrado ser insuficientes para un analisis de mayor profundidad (Wani et al.,
2022).

La metagendmica también conocida como “ecogendémica”, implica el estudio del material
genético obtenido de muestras, brindando la opcién de caracterizar los microorganismos
previamente desconocidos que habitan diferentes entornos, incluido el entorno biolégico
de los animales domésticos (Berini et al., 2017). La metatranscriptdmica, una técnica que
estudia la expresion de genes de microorganismos en entornos naturales, proporciona mas
informacidn sobre el papel funcional de los microorganismos dentro de los hospederos, a
través de la caracterizacion de perfiles de expresion génica y sus cambios frente a

variaciones en la salud del hospedero (Aguiar-Pulido et al., 2016).
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Por lo tanto, el objetivo de la metagenomica es dilucidar el contenido gendmico y la
identificacion de la microbioma completo de un microbioma particular, en cambio que la
metatranscriptémica se enfoca en los genes activos presentes en dichas comunidades
microbianas, los cuales pueden sentar las bases en el conocimiento sobre las interacciones
microbioma-individuo, mas aun, para descifrar el microbioma de aquellas regiones del
cuerpo que no han sido descritas completamente hasta el momento, como el tracto

reproductor femenino (Wani et al., 2022).

El microbioma del aparato reproductor es una red de comunidades interconectadas de
constante intercambio (Schoenmakers et al., 2019), lo que significa que a los tejidos
reproductores femeninos pueden ingresar otros microorganismos por vias anatémicas
alternativas como el transporte desde la vagina, transferencia desde material fecal y piel
hacia el tracto genital (Chen et al., 2017a; Moreno & Simon, 2019), y mediante vias

hematogenas (Neckovic et al., 2019).

Microbioma de especies ganaderas caracterizado mediante metagenémica

En los Gltimos afios, fue creciendo el interés de conocer la interrelacion del microbioma
del tracto reproductivo con respecto a la salud y desarrollo de enfermedades en los
hospederos. Este nuevo campo de estudio de evolucion rapida busca desentrafiar las
influencias significativas a los cambios en las comunidades bacterianas en la biologia del
huésped, debido a que, se posee poca informacién sobre la composicion del microbioma
en especies ganaderas, tales como bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, etc. (Suttner et al.,
2020). Actualmente, existe una atraccion en la caracterizacion del microbioma en los
diferentes tejidos reproductivos de especies ganaderas, con la finalidad de relacionar esta
con enfermedades y fertilidad en especies de interés econémico como el ganado lechero
(Gilbert, 2019). La informacion dedicada a la evolucién y adaptacion del microbioma en
el tracto reproductivo, particularmente de los aparatos reproductores femeninos, es
escasa, principalmente por las limitaciones de las caracterizaciones basadas en técnicas
de cultivo in vitro (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2016). Aunque se reportaron avances
de estudios de secuenciacion de ADN que confirman la presencia de comunidades

microbianas dindmicas en el tracto reproductivo en humanos, primates (Yildirim et al.,
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2014) y especies ganaderas (Appiah et al., 2020), lo cual refuta la pristina idea de la
esterilidad del tracto reproductor femenino, aun existe un obice en la disponibilidad de

informacidn en especies veterinarias.

Se plantea que no existe un microbioma base entre especies, ya que en un intento por
entender la evolucion del microbioma en especies con similitudes fisiologicas (primates
y humanos) se descubri6 una gran diferencia en el microbioma presente en cada una de
las especies analizadas, pues un microbioma normal presentes en algunas especies de
primates, resulta ser un estado patologico en humanos (Deng et al., 2019). Un ejemplo
claro, es la baja abundancia de Lactobacillus en especies como el chimpancé, el mas
cercano evolutivamente al humano, a diferencia de una alta abundancia de este género en

las poblaciones microbianas de humanos (Yildirim et al., 2014).

En especies ovinas, Shallali et al. (2001) realizaron la identificacion de especies
bacterianas mediante cultivo en medios selectivos, entre estas especies se asocio a
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Listeria spp. con casos de aborto y/o fallos
al momento de la concepcion; Zaid (2009) describid la abundancia relativa presente en
ovejas en diferentes estados reproductivos, estas estaban distribuidas de la siguiente
manera: 29,6% Enterobacter spp., 18,5% Escherichia coli, 14,8 % Lactobacillus spp,
11,1 % Proteus mirabilis, 7,4 % para Klebsilla pneumoniae, Streptococcus faecalis,
Salmonella dublin y 3,8% Estaphylumcoco aureus, concluyendo que la abundancia de
estas varia segun estado reproductivo. Por otro lado, Yaseen et al. (2019) identificaron la
flora bacteriana de ovejas sanas, E. coli, Streptococcus spp, Klebsiella spp vy
Staphylococcus aureus fueron los microorganismos mas abundantes con 36%, 20%,
175% vy 16,3% respectivamente. Mientras que Bacillus spp., Proteus spp.,
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. y Salmonella spp. fueron los géneros

bacterianos con menor abundancia.

Sin embargo, la limitacion en la identificacion del microbioma mediante técnicas
dependientes de cultivo incluye una desestimacion en la diversidad de especies. Swartz
etal. (2014), estipula que el microbioma vaginal de las ovejas estd dominado por especies
de Aggregatibacter spp., Streptobacillus spp., Cronobacter spp., Phocoenobacter spp. y
Psychrilyobacter spp. La especie Aggregatibacter spp. ha sido asociada a enfermedades
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peridontales, endocarditis infecciosa y abscesos cerebrales, y no reportado como miembro
comun de las comunidades bacterianas vaginales en humanos (Gonzales-Marin et al.,
2011). Ademas, la baja abundancia de Lactobacillus spp. otorga un pH entre 7,0 a 7,6 en
las vaginas de ovejas, los cuales se asemejan a cuadros de vaginosis bacteriana en mujeres
humanas (Ravel et al., 2011; Swartz et al., 2014).

Serrano et al. (2020) describieron la influencia del microbioma del tracto reproductor
femenino en el éxito de la inseminacidn artificial a través de secuenciamiento del gen 16S
ARNry andlisis metagendmico. Sus resultados concluyeron que existen diferencias en la
abundancia de microorganismos entre ovejas gestantes y no gestantes luego del proceso
de inseminacion. Ademas, la presencia de los géneros Histophilus, Actinobacillus y
Sneathia se encontraron en menor medida (menos abundancia) en ovejas prefiadas, lo
cual se asocia la presencia de estos géneros con un mayor fracaso en la inseminacién

artificial y fertilidad.

En otras especies se reporta un patron diferente. Por ejemplo, se describio que en caballos
la abundancia de Lactobacillus fue menor al 2 %, esto detectado mediante cultivo y
analisis metagendémico, lo cual indica que el microbioma vaginal equina no estuvo
dominada por estas bacterias, sino por otras bacterias dominantes que incluyen los
géneros Pophyromonas, Campylobacter entre otros, sin reportar cambio alguno durante
todo el ciclo ovarico (Barba et al., 2020). En el caso de porcinos, se reportd que los
géneros Fusobacterium y Parvimonas son los mas dominantes en muestras de mucosa
vaginal, seguido de Streptococcus, Moraxella y Actinobacillus, las cuales también son
géneros dominantes en el microbioma bucal de porcinos. Ademas, se identificaron otros
16 géneros Unicos en muestras de mucosa vaginal porcina en comparacion con otras

muestras como saliva y heces (Murase et al., 2019).

Microbioma del tracto reproductor en bovino caracterizado mediante metagenémica

En los ultimos afos, la investigacion de microbiomas pasé de un enfoque individual in
vitro a un punto de vista méas ecologico, debido a la basqueda del conocimiento de como
estos organismos interactUan dentro y entre especies en los microbiomas definidos
(Yeoman et al., 2018). Técnicas moleculares modernas de secuenciacion de

metagenomica estan expandiendo la comprension del microbioma en diferentes
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microbiomas, tales como piel, ciego intestinal, boca, entre otros. Especificamente, la
caracterizacion del microbioma del tracto reproductivo de especies ganaderas, tales como
el ganado bovino lechero, permite describir la composicion de bacterias causantes de
alguna enfermedad (Piersanti & Bromfield, 2019). Se reporta que el sistema reproductivo
bovino posee un complejo dinamismo del microbioma, el cual varia segin el microbioma
del tracto reproductivo, es decir, las comunidades microbianas difieren segun la
ubicacion, tales como microflora vaginal, microflora cervical, microflora uterina, asi
como, difieren entre razas de ganados, ubicacion geografica, estadia del ciclo estral,
estado de salud y entre otras caracteristicas (Galvéo et al., 2019). Comprender el rol
funcional de las comunidades bacterianas y las variaciones a lo largo del tracto
reproductivo del ganado bovino lechero resulta esencial para determinar como estos
factores estan relacionados con el éxito reproductivo, para poder enfocar acciones
orientados hacia la mejora del estado de salud reproductivo, ya sea con tratamientos con

probidticos, antibiodticos y bacteriéfagos (Appiah et al., 2020).

Microbioma vaginal bovino

Appiah et al. (2020) reconoce y describe a detalle las diferencias entre la microflora
vaginal, cervical y uterina en bovinos. En general, una poblacién microbiana residente en
una vagina sana bovina, sin ningun tipo de trastorno reproductivo, se destaca por
constituirse de bacterias principalmente de especies anaerdbicas, con un solo fragmento
de otros microbios aerdbicos y/o anaerobias facultativas (Otero et al., 2000; Rodrigues et
al., 2015). Una caracteristica de este microbioma es el dinamismo de la flora bacteriana
pese a las condiciones estables de un individuo sano, impidiendo asi la proliferacion de
organismos patogenos (Otero et al. 2000). Enterobacteriaceae, Victivalles y Bacteroides
estan presentes en hembras bovinas sanas, estas tienen la capacidad de fermentacion
directa, los cuales producen compuestos acidos resultando en un cambio de pH. Esto
favorece la habitabilidad de algunas especies bacterianas de Lactobacillus y Fibrobacter

que contribuyen a una microflora vaginal saludable (Rodrigues et al., 2015).
La microflora vaginal bovina se ha ido estimando en base a los efectos de las
enfermedades utilizando técnicas dependientes de cultivo (Wang et al., 2016), sin

embargo, la aplicacion de la metagenomica reveld grupos bacterianos comunes en
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diferentes razas, como el ganado Nellore, Hosltein y Fleckvieh. Las especies bacterianas
colonizadoras del microbioma vaginal difieren entre estudios, esto debido a que existe
una relacion entre la variacion de las comunidades microbianas y el tipo de dieta,
ubicacion geografica, incluso razas. Swartz et al. (2014) describe que el microbioma
vaginal de bovinos estd dominado por Aggregatibacter spp., Streptobacillus spp.,
Phocoenobacter spp., Sediminicola spp. y Sporobacter spp. Entre estas especies, algunas
tienen propiedades particulares de adherirse al colageno presente en el tejido vaginal, lo
que explicaria la prevalencia, mas aun durante el periodo de gestacion (Swartz et al.,
2014; Tang et al., 2008).

Gonzalez-Moreno et al., (2016) también caracteriza en bovinos sanas bacterias del
phylum Firmicutes y Bacteroides como Ruminococcus spp., Dialister spp., Aeribacillus
spp. Y Porphyromonas spp. Las cuales asociadas con vaginitis bacteriana e infertilidad
en humanos (Franasiak & Scott, 2015). Por otro lado, se detalla que existe una baja
abundancia relativa de lactobacilos, esto similar al microbioma vaginal de ovejas (Otero
etal., 2000; Swartz et al., 2014), lo cual difiere significativamente del microbioma vaginal
de mujeres sanas (Yildirim et al., 2014). La diferencia de los taxones dominantes como
Lactobacillus spp. esta intimamente relacionado a las caracteristicas de la vagina, tales
como pH; sin embargo, pese a que en el ganado bovino la abundancia relativa de
lactobacilos es baja, esta aumenta a lo largo del ciclo estral con el fin de estimular funcion
inmunoldgica (Otero et al., 2000). En cambio, la disminucion de la abundancia relativa
de Lactobacillus spp. esta asociado con signos de infeccién o variaciones en la
composicion de las comunidades microbianas que podrian ser perjudiciales para la salud

vaginal y la reproduccion (StykovA et al., 2014).

Laguardia-Nascimento et al. (2015) y Nesengani et al. (2017) reportan que las principales
Phylum encontrados en muestras de mucosa vaginal son Firmicutes (~40-50%),
Bacteroides (~15-25%) y Proteobacteria (~5-25%). Ademas, se reportan entre 10%-20%
de bacterias no clasificadas; los principales taxones que representan la composicion de
las comunidades microbianas en la vagina bovina son Aeribacillus, Bacteroides,
Clostridium, Ruminococcus, Rikenella, Alistipes, Bacillus, Eubacterium y Prevotella
(Laguardia-Nascimento et al., 2015). Giannattasio-Ferraz et al. (2019) revela una

similitud existente en el microbioma vaginal entre las razas Nellore y Gyr, siendo las
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principales especies bacterianas Aeribacillus, Bacillus, Clostridium, Bacteroides y
Ruminococcus. Ademas, también se enfoca un panorama mas amplio al caracterizar otros
taxones como Mycosphaerella (el hongo mas dominante) y Methanobrevibacter (la
arquea méas dominante) en el microbioma vaginal. También, se sefialaron algunos géneros
como posibles biomarcadores para el embarazo mediante el modelo Random Forest, se
describieron generos como Histophilus, Clostridiaceae y Campylobacter en la vagina, asi
como Bacteroidales y Dorea en las heces; sin embargo, este tipo de estudios necesitan de
mayores experimentaciones para validar el papel funcional de estos biomarcadores en el
embarazo (Deng et al., 2019). La descripcion de las funciones fisiologicas, la importancia
del microbioma vaginal en bovinos es cruciales para comprender los efectos en los
mantenimientos de la salud, esto basado en que no todo cambio conduce a un impacto
negativo en la salud del ganado, sino que el cambio en la diversidad y las relaciones
phylumgenéticas también pueden conducir a una buena prefiez (Ault et al., 2019; Serrano
etal., 2019).

Pese a que las contribuciones del conocimiento del microbioma vaginal permiten
entender algunos aspectos de la reproduccidn, son pocos los anélisis de las variaciones de
la diversidad microbiana durante diferentes fases del ciclo estral (Appiah et al., 2020).
Mahalingam et al. (2019) indicaron que la microbioma vaginal de bufalas esta
predominado por Corynebacterium, Porphyromonas, Helcococcus, Anaerococcus y
Fastidiosipila, estas con un gran nivel de relacion phylumgenética, destacando que el
phylum Firmicutes fue significativamente el de mayor dominancia durante la fase de celo,
porque se infiere que la identificacion de las comunidades bacterianas durante diferentes
fases del ciclo estral puede iniciar nuevos enfoques terapéuticos que mejore la eficiencia
reproductiva. Wang et al. (2016) revelo la variacion de las comunidades microbianas
entre las etapas luteas y folicular en poblaciones de ganado bovino, aunque la microflora
vaginal estuvo predominada por E. coli, Aerococcus vaginalis, Aerococcus viridans,
Haemophilus somnus, Streptococcus pluranimalium, Sphingomonas roseiflava,
Psychrobacter marincola y Lactobacillus, se destacd notablemente que Streptococcus
spp. tuvo una mayor dominancia en la fase latea que en la fase folicular, mientras que
Lactobacillus spp. Tuvo mayor preponderancia en la fase folicular que en la fase lGtea.
Entender qué roles funcionales diferencia la microflora dominante de la fase litea de la

folicular podria desentrafiarse mediante un analisis detallado del genoma de las bacterias
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utilizando el secuenciamiento metagendémico shotgun (Fettweis et al., 2019; Goltsman et
al., 2018)

Muchos autores afirman que la variacion del microbioma vaginal bovino podria afectar
la capacidad de la hembra para establecer un embarazo e influir en la salud de la cria
durante la gestacion (McClure, 2018). Esta relacion mutualista establece la primera linea
de defensa contra la colonizacion patogena en la mucosa vaginal (Smith & Ravel, 2017).
Los procesos reproductivos como el crecimiento, la maduracion, el transporte y la
supervivencia de embriones y gametos dependen del moco presente en el ecosistema
vaginal constituido por el microbioma vaginal (Rutllant et al., 2005). Las biopeliculas que
forman estas especies tienen la capacidad de estabilizar el microambiente, jugando un
papel importante como barreras inmunoldgicas y base de crecimiento para los
microorganismos involucrados en la distribucion de gametos (Rutllant et al., 2002).

Microbioma cervical bovino

El cuello uterino esta compuesto por varios anillos de colageno revestidos de moco, lo
cual constituye una de las barreras anatomicas (bioldgica y fisica) mas importantes que
impide el ascenso de patdgenos hacia zonas interiores del tracto reproductivo (Azawi,
2008; Sheldon & Dobson, 2004). Sin embargo, la ubicacién de esta zona la hace
susceptible a la exposicidon de patdgenos acarreados por desechos luminales y por las
contracciones uterinas (Sharma et al., 2017). Por ello, el cuello uterino es una parte del
tracto reproductor que debe evaluarse individualmente, tanto antes y después del parto, a
fin de evaluar y predecir los éxitos reproductivos (Deguillaume et al., 2012). La
caracterizacion mediante metagendémica del microbioma del cuello uterino resulté mucho
mas detallada de aquellos realizados solo mediante técnicas de cultivo celular (Singer et
al., 2016).

Wang et al. (2018) encontraron que las comunidades bacterianas del cuello uterino en
diferentes fases (formacidn, gestacion y posparto clinico) constituyen
predominantemente Proteobacteria, Bacteroides y Firmicutes, similar a lo reportado en
el microbioma vaginal; sin embargo, la comunidad bacteriana en el microbioma cervical

de bovinos afectadas por metritis consistié principalmente en una mayor abundancia de
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Bacteroidetes y Fusobacteria. Por otro lado, se report6 una alta frecuencia de S. aureus
en muestras de hisopados cervicales en bovinos que han abortado con respecto a animales
sin ningun registro de aborto (Galvao, 2012). Asi mismo, Chen et al. (2017) sugiere que
el microbioma cervical y/o vaginal puede ser Util para detectar enfermedades comunes en

el tracto reproductor.

Actualmente, no hay mayor informacion disponible sobre el microbioma de especie
bovinas, no obstante, conocer que mecanismos vinculan la inflamacion endocervical
relacionado con la variacion del microbioma, son de alto interés para enfoques

terapéuticos (Appiah et al., 2020).

Microbioma uterino bovino

Inicialmente, se creia que la cavidad uterina era un segmento estéril, este paradigma
cambia luego de que se reporta que existe ciertos microorganismos que se adaptan al
endometrio y también pueden influir en las células uterinas (Baker et al., 2018; Moreno
& Franasiak, 2017; Pelzer et al., 2017). Galvao et al. (2019) describe la microflora en el
tracto reproductivo, manifestando la importancia de caracterizar el microbioma uterino y
relacionar su papel en las enfermedades. Aunque exista un microbioma escaso en el Gtero,
incluso durante el embarazo (Karstrup et al., 2017; Moore et al., 2017), una pequeia
fraccion de las bacterias se clasifican como patégenos endometriales, tales como T.

pyogenes, entre otras especies de Fusobacteria y Prevotella spp.

Por otro lado, se reportd una mayor diversidad en el microbioma uterino, cuyos
principales representantes a nivel de phylum son Proteobacteria, Tenericutes, Firmicutes,
Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria y taxones no asignados (Santos & Bicalho,
2012); estas bacterias por lo general se dispersan hacia la luz uterina en situaciones post-
parto, debido a la perdida de la compartimentalizacion (Miranda-CasoLuengo et al.,
2019).

T. pyogenes, E. coli, Peptostreptococcus, Propionibacterium y entre otras bacterias
anaerobias son consideradas como los principales reguladores de enfermedades uterinas
(Sheldon et al., 2019). Aunque reportes aseguran que las bacterias en el tracto

reproductivo del ganado no siempre causan infecciones y enfermedades (Appiah et al.,
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2020). Autores sugieren que la flora uterina y el sistema inmunitario local tienen un efecto

de regulacion cruzada (Agostinis et al., 2019)

Enfermedades asociadas con el microbioma del tracto reproductor en bovinos

Definir un microbioma “saludable” como tal aun no est4 estandarizado; sin embargo, la
“disbiosis”, es decir, el desequilibrio y/o variaciones en la composicién de las
comunidades microbianas, esta relacionado a cambios en la salud de los hospederos, por
lo que se relaciona como los posibles agentes etioldgicos de enfermedades infecciosas,
trastornos debilitantes y problemas de infertilidad (Mor et al., 2015). El ecosistema
saludable del tracto reproductivo en humanos posee predominancia de especies de
Lactobacillus (White et al., 2011), las cuales son un rasgo critico debido a la actividad
productora de &cido lactico y la prevencién del establecimiento de bacterias patdgenos
(Boskey et al., 1999).

Sin embargo, este paradigma no se ajusta a los patrones de diversidad entre otras especies,
pues se estipula que cada especie posee singularidades en la diversidad microbiana
presente que pueden estar en relacion con algunas caracteristicas como receptividad
sexual, fertilidad, entre otras (Yildirim et al., 2014) y a menudo, se atribuye que las
enfermedades del tracto reproductivo depende de los cambios en la composicion de las
poblaciones microbianas, segun sea el microbioma dénde la enfermedad esta
aconteciendo (Ott et al., 2004; Seksik et al., 2003; Turnbaugh & Gordon, 2009).

Debido a la estrecha interconexion de microbioma en el tracto reproductor, existe un
intercambio constante entre el microbioma vaginal con el microbioma presente en tejidos
reproductores internos, ya sea por vias de colonizacién como la colonizacion externa
(Appiah et al., 2020), via sanguinea (Klibs N. Galvao et al., 2019; Jeon et al., 2017) y/o
via ambiental (Laguardia-Nascimento et al., 2015). Esta ruta de ascension de microbioma
por la cavidad vaginal hacia otros microbiomas, tienen la capacidad de repercutir en el
eje reproductivo y la gametogenesis, pues, se demostrd que la accion de bacterias
patogenas induce la inhibicion de la respuesta de las gonadotropinas y afecta

negativamente el desarrollo folicular (Franasiak & Scott, 2015).
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En el caso de las bovinos lecheras y ganado con potencial comercial, la mayoria
experimentan la contaminacion bacteriana, o precisamente dicho, aumenta el flujo
ascendente de microbioma en el tracto reproductor, momentos después del parto, esto
debido a la pérdida de la compartimentalizacion en el tracto reproductivo (Miranda-
CasoLuengo et al., 2019); sin embargo, la fracciéon de microorganismos que desarrollan
una enfermedad clinica o subclinica es pequefia (Appiah et al., 2020) las cuales pueden
clasificarse segun el potencial patogénico, siendo estas bacterias contaminantes

oportunistas, patdgenos potenciales y patégenos uterinos (Williams et al., 2005)

Las funciones hasta ahora reportadas del microbioma asociadas al aparato reproductor
hacen una contribucion significativa al estado fértil del individuo, ya sea mediante la
comprension en la adaptacion del endometrio o la influencia que tenga en las células
uterinas (Jeon et al., 2015; Knudsen et al., 2015). En estudios actuales, algunos de los
microorganismos fueron validados como biomarcadores para una buena gestacion (Wang
et al., 2019). Sin embargo, un fragmento llamado bacterias patogénicas, que contaminan
el Utero después del parto, pueden desarrollar enfermedades subclinicas y clinicas (como
la metritis y endometritis), que, en largos periodos de tiempo, afectan dicha fertilidad

mediante el dafio a los ovocitos (Baker et al., 2018)

La metritis es una inflamacion del Gtero causado por infeccion bacteriana, cuyo signo
clinico u grado de inflacion parece tener una conexion significativa con la posibilidad de
desarrollo de endometritis inmediatamente después del parto (Sheldon et al., 2009). Por
otro lado, la endometritis es una enfermedad multifactorial debido a que posee diferentes
agentes de riesgo, siendo la inflacién del endometrio por el componente bacteriano uno
de ellos (Adnane et al., 2017). Galvdo et al. (2019) sefialan una asociacion entre la metritis
y una disbiosis del microbioma uterino, esta caracterizada por la disminucién en la
diversidad de especies y un aumento de los géneros Bacteroides, Porphyromonas y
Fusobacterium. Cunha et al. (2019) en estudios de metritis de bovinos lecheras Holstein,
revela que Helcococcus ovisse es un patdgeno que esta relacionado con un alto grado de
patogenicidad y resistencia antimicrobiana. Se describid la alta incidencia de ciertos
géneros que son poco abundantes en el microbioma “sana”, tales como Sneathia y
Peptostreptococcus (Peng et al., 2013; Sicsic et al., 2018). Sin embargo, Jean et al. (2015)

sefiala que el género Sneathia esta vinculada con la buena salud del Gtero. Estos resultados
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contradictorios pueden deberse a que en cada estudio las bacterias ambientales tienen
contribucion en la aparicion de las poblaciones de microflora en el utero de las bovinos
posparto. Mas aun, la prevalencia relativa de estos géneros puede desenvolver un rol mas
importante en la frecuencia de metritis (Appiah et al., 2020). Por otro lado, para el estudio
de las fallas reproductivas asociadas a la endometritis, se disefiaron modelos in vivo con
el uso de E. coli y S. pyogenes patdgenas en razas Holstein a fin de estudiar los

mecanismos Y los efectos de la enfermedad uterina (Piersanti & Bromfield, 2019).

Ademas, otros estudios confirman a E. coli como agente causal de endometritis clinica y
subclinica en los ganados bovinos lechero y de produccién de carne (Bicudo et al., 2019;
Ricci et al., 2015; Salah & Yimer, 2017). Ademas, nuevas especies como T. pyogenes
(Werner et al., 2012) y Corynebacterium endometrii (Mogheiseh et al., 2020) fueron
aisladas de muestras de Gtero de bovinos con endometritis; mientras que Miranda-
CasoLuengo et al. (2019) y Wang et al. (2018) confirma la abundancia relativamente alta
de Bacteroides y Fusobacterium en endometritis clinica avanzada, sin embargo, es
apremiante una mejor caracterizacion de este microbioma en enfermedades mediante

técnicas independientes de cultivo.

La literatura revisada coincide en que los trastornos reproductivos y las enfermedades
genitales tienen una correlacion con el aumento de la abundancia relativa y el nimero de
taxones bacterianos con respecto al microbioma central presentes en los tejidos del tracto
reproductivo. En el caso general del ganado bovino, se demostré que los géneros
Histophilus (Corbeil, 2007), Mycoplasma (Pfiitzner & Sachse, 1996), Bacteroides,
Fusobacterium, Prevotella y entre otras (LeBlanc, 2008) estdn involucradas en el
desarrollo de desordenes en los genitales, asi mismo, se describi6 que las
sobrepoblaciones de especies como Escherichia coli y Streptococcus estan involucradas
en los procesos de infeccidn de la zona vaginal y/o uterina, segn el microbioma dénde
la enfermedad esté presente (Rodrigues et al., 2015). Existe la hipotesis que las
enfermedades de los tractos no solo serian causadas por las interacciones de las variantes
del ecosistema bacteriano del genital, sino también por la interferencia humana, la cual
seria un factor que afectaria directamente a los componentes del microbioma (Gilbert,
2019).
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Rodrigues et al. (2015) en su trabajo comparativo entre bovinos sanas y bovinos con algun
trastorno reproductivo, sefiala que la abundancia relativa de bacterias del genero
Bacteoides y Enterobacteriaceae aumento en un 35,83% y 18,62%, respectivamente, en
comparacion con la abundancia del microbioma central en individuos sanos; ademas,
reportaron el aumento de 53 taxones adicionales que no detectados en los individuos
sanos. Por otro lado, la deteccion del género Histophilus en los grupos con trastornos
reproductivos, permitiria determinar ciertos biomarcadores para la deteccion de este tipo
de afecciones, debido a que esta bacteria es descrita por otros autores como un patégeno
oportunista en el tracto reproductivo bovino asociado con enfermedades reproductivas
que influyen significativamente en la fertilidad (Corbeil, 2007; Van Der Burget et al.,
2007).

Aparentemente, existe una diferencia en la dominancia de especies que componen el
microbioma entre el ganado sano y enfermo. En individuos sanos, el microbioma se
caracteriza por tener dominancia de especies anaerdbicas; en cambio, especies
bacterianas aerobicas y/o anaerdbicas facultativas son dominantes en hembras con algin
estado de enfermedad (Rodrigues et al., 2015). Mas interesante, ciertas especies con la
capacidad de sintetizar metabolitos que pueden servir como nutrientes para las bacterias
patogénicas, como el paso de Histophilus, que utiliza los compuestos ricos en metano,

nitrégeno y azufre producidos en el ecosistema vaginal (Corbeil, 2007).

Por otro lado, pese a la similaridad en la microflora en diferentes razas de ganado, se ha
reportado la presencia de hongos patdgeno, principalmente especies de levaduras y
Penicillium sp., como colonizadores de los fluidos cérvico-vaginales en el ganado
Holstein (Saini et al., 2019). La funcion especifica de estos fungicos patdgenos
oportunistas, pese a su conocido papel en diversos procesos teriogenolégicos, aun
requiere mas investigacion, pues recientemente se revelé que puede obtener un papel
importante como biomarcadores del éxito y fracaso reproductivo en ganados bovinos
(Deng et al., 2019).

Los cambios de las comunidades microbianas en los tractos reproductivos de los
huéspedes es un parametro importante para comprender la patogénesis, la progresion de

la enfermedad y las fallas reproductivas, siendo esta variacion tanto de la supresion de
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especimenes comensales hasta colonizacion excesiva de bacterias potencialmente
patogenas (Rodrigues et al., 2015). Mas aun, el entendimiento de las enfermedades
uterinas al postparto, tales como la metritis puerperal, endometritis clinica y endometritis
subclinica, tiene importantes razones econdémicas y de bienestar, ya que contribuyen al
confort de la bovino, la eliminacién del rodeo, y contraresta los efecto negativo profundos
en la performance reproductiva (Deng et al., 2019). Por lo que el estudio del microbioma
del tracto reproductor bovino, el entendimiento entre las interacciones entre el
microbioma y el huésped proporcionaria data que permita explicar el éxito y el fracaso
reproductivo (Gilbert, 2019) y organizar mejores decisiones a fin de mejorar la calidad y
estilo de vida del ganado (Jeon et al., 2015)

Il.  MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccién de animales

Para el experimento se utilizd un total de 53 bovinos pertenecientes a ganaderos de la

cuenca Alto Imaza, las cuales fueron examinadas segln los siguientes criterios:

» Estado reproductivo vacia/ciclica

» Libres de patologias en el tracto genital

» Libre de tratamiento con antibidtico (45 dias)

* Edad (2 — 60 meses)

* NuUmero de partos (2 - 4)

» Condicién corporal (2.75 — 4) (Martinez et al., 1998)

» Alimentacién (pastoreo)

Las caracteristicas de cada individuo estan representadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Informacién sobre el lugar de muestreo, raza, nimero de partos, codigos de muestras realizadas, tipo de embridn transferido y estado de prefiez de los individuos
incorporados al analisis molecular.

N° DISTRITO CRUCES N°PARTOS CODIGO DE MUCOSA DE CODIGO DE MUCOSA DE TIPPO DE EMBRION PRENEZ
PARED UTERINA CUERNO UTERINO TRANSFERIDO

OLLEROS BROW SWISS 3 uU-2 C-2** MOET FRESCO NO
5 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 2 uU-5 C-5** MOET CONG. NO

OLLEROS BROW SWISS 1 uU-7 C-7** MOET FRESCO NO
10 OLLEROS BROW SWISS 4 U-10 C-10 MOET FRESCO NO
12 OLLEROS BROW SWISS 1 U-12 C-12 MOET CONG. NO
13 OLLEROS SIMENTAL CRUZADO* 4 U-13 C-13** MOET FRESCO Sixx
14 OLLEROS BROW SWISS 7 uU-14 C-14** MOET FRESCO Six*
15 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 7 U-15** C-15 MOET FRESCO Six*
17 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 6 U-17** C-17 MOET CONG. Sirx
18 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 3 U-18 C-18 MOET CONG. NO
22 YAMBRASBAMBA SIMMENTAL 2 U-22** C-22 --- -
23 YAMBRASBAMBA SIMMENTAL 3 U-23 C-23 MOET FRESCO NO
36 OLLEROS BROWN SWISS 2 U-36 C-36** MOET CONG. NO
37 OLLEROS HOLSTEIN-F1* 5 U-37 C-37** MOET CONG. Spx**
38 OLLEROS BROWN SWISS 4 U-38 C-38 - ---
39 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-39** C-39 - ---
42 OLLEROS BROWN SWISS 1 U-42 C-42** --- -
43 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-43 C-43 MOET FRESCO NO
45 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-45** C-45 MOET CONG. Spxx*
47 CUISPES SIMMENTAL 5 U-47 C-47** --- -
49 CUISPES SIMMENTAL 4 U-49 C-49** MOET FRESCO NO
50 CUISPES SIMMENTAL 2 U-50 C-50** --- -
52 CUISPES SIMMENTAL 0 U-52** C-52 MOET FRESCO Sx**
53 CUISPES CRUCE B/S* 3 U-53** C-53 MOET FRESCO NO
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Figura 1. Flujograma de trabajo de las actividades desarrolladas para el cumplimiento de los objetivos de la tesis.
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2.2. Método de extraccion de microbioma (CITOBRUSH)

Las muestras fueron extraidas de los bovinos receptoras 20 dias antes de iniciar el
protocolo de sincronizacion de celo, mediante un nuevo modelo de pistoleta de acero
inoxidable que permite utilizar cepillos ginecoldgicos cérvico-uterinos descartables
(Papanicolaou) y vainas sanitarias descartables tipo Cassou de IA. Esta modificacién
permite utilizar una sola pistoleta para realizar el muestreo de varios bovinos con solo
realizar el cambio de los cepillos y vainas descartables entre cada muestra. (Madoz,
2013).

Ademas, permite realizar la toma de muestras en un tiempo mucho mas corto y a menor

costo, debido a que ambos descartables se fabrican en el pais.

Descripcion de las partes de la pistoleta fabricada, la cual consta basicamente de cinco

partes:

- Pieza tubular de acero inoxidable hueco en todo su largo de 43,5 cm de longitud, con
la parte posterior ranurada y terminada en forma de cono; con un tope interno de 5 cm
en la parte anterior de la pieza.

- Pieza tipo émbolo alargada de acero inoxidable de 45,5 cm de longitud, con 1 cm de
rosca en la parte anterior, y con un disco terminal a modo de tope posterior de la pieza.

- Cepillo de cerdas plasticas suaves insertas en un eje de alambre de 2 cm de longitud,
cabo plastico de 5 cm de largo. Son de uso comin en ginecologia humana y se
adquieren estériles (Medibrush, Argentina).

- Anillo plastico.

- Vaina plastica transparente de 1A de 43,8 cm de largo y 0,5 cm de didmetro (IMV,

Francia).

Descripcion del proceso de recoleccion de la muestra de microbioma:

- Se colocé al animal en un brete de inmovilizacion, con el objetivo de darle un mejor

manejo y evitar cualquier movimiento brusco que pueda lastimarle (Figura 2).
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Figura 2 Brete de inmovilizacién

- En el caso de animales con temperamento agresivo y dificil de manejar, se utiliz6

xilacina para relajar al animal (0,3-1 mg/Kg, E.V.)( Figura 3).

—

— U

Figura 3 Aplicacion de endovenosa (E.V./ yugular)
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- Luego de que el animal estuvo tranquilo y debidamente sujetado se procedié a realizar
la limpieza y desinfeccion con alcohol al 70% de la zona perineal y vulvar de cada

animal. (Figura 4).

Dl

ALCOHOL

Figura 4 Limpieza externa de la vulva del animal.

- Luego mediante la ayuda de un cytobrush adosado a un mango de longitud apropiada,
se ingreso por la vulva del animal muy suavemente pasando el cérvix y llegando al
cuerpo uterino, donde con la pistoleta se realizd la recoleccion de la muestra
proveniente de la superficie mucosa endometrial con la ayuda de un cepillo raspando
suavemente de la pared del cuerpo uterino y la mitad craneal del cuerno uterino para

los estudios bacteriologicos (Figura 5).

Figura 5 Recoleccion de muestra de mucosa uterina con citocepillo
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Una vez fijado el cérvix via rectal, se procedio al cateterismo del mismo, mediante una
maniobra similar a la utilizada en la IA. En el cuerpo uterino, la pistoleta se dirigio a
la mitad craneal del cuerno uterino, en ese momento el cepillo fue expuesto a la
superficie de la mucosa endometrial donde se gir6 dos vueltas completas en sentido
horario; luego el cepillo se retrajo dentro de la vaina sanitaria y posteriormente la
muestra fue almacenada, este mismo proceso se realizo para la extraccion de mucosa
del cuerpo uterino (Figura 6).

La mucosa extraida se depositd en un criotubo de 4ml de capacidad con 2ml de
Solucion Buffer Fosfatada (PBS) para su transporte al Laboratorio de Fisiologia
Molecular, donde fue realizada la extraccién y purificacion del ADN genomico de las

muestras (Figura 7).

[ _.n.—_t

Figura 6 Ingreso del citocepillo hacia el Gtero

RO

Rt Caraatit

Figura 7 Guardado y transporte de las muestras de mucosa
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2.3. Extraccion de ADN genomico de las muestras de mucosa uterina bovina

La extraccion de ADN de muestras de mucosa uterina fue realizada con la aplicacién
del protocolo del Kit “PURELINK ® KIT DE ADN GENOMICO” (Invitrogen), con
algunas modificaciones del protocolo de extraccion en la etapa inicial, descrita por

Azawi et al (2008). Para ello se efectuaron los siguientes pasos a nivel de laboratorio:

2.3.1. Preparacion de reactivos, materiales y equipos:

- Se prepard los buffers de lavado “PureLink® Genomic Wash Buffer 17,
completando el volumen con 75 ml de etanol de (96-100%) y el “PureLink®
Genomic Wash Buffer 1”, completando el volumen con 87.5 ml de etanol de (96-
100%).

- Dentro del protocolo se observa previamente si la solucion de digestion y lisis
tiene precipitacion de sales. Si esto ocurre se disuelve los precipitados calentando
a 37°C, posteriormente se enfria a 25°C antes del uso.

- Se enciende el bafio “Accu Block Digital Dry bath”, calibrado a 55°C.

- Se etiqueta previamente los tubos de microcentrifuga de 1,5ml segln el nombre
de muestra biol6gica que corresponda.

- Se esteriliza todos los materiales en la en la camara de extraccion de &cidos

nucleicos con luz UV durante 40 min.

2.3.2. Procesamiento de las muestras de mucosa uterina bovina:
- Las muestras de mucosa congeladas a— 80 °C fueron descongeladas a temperatura
ambiente.
- Las muestras bioldgicas suspendidas en PBS fueron centrifugadas a 20,000 RPM
por 10 minutos.
- El sobrenadante fue descartado y se utilizo el pellet celular para la extraccion de
ADN total.

2.3.3. Digestiony lisis celular:
- En cada tubo se adiciono 180 puL de PureLink® Genomic Digestion Buffer y 20
pL de Proteinasa K y luego fue homogenizado mediante un vortex. El pellet de

mucosa fue resuspendida en tampdn. Para procesar todas las muestras fue
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2.34.

preparado un master mix de buffer de digestion mezclando 180 uL. de PureLink®
Genomic Digestion Buffer y 20 uL. de Proteinasa K para cada muestra.

Los tubos conteniendo las muestras disueltas en tampon de solucion fueron
incubadas a 55 ° C, con agitacion ocasional hasta que se complete la lisis celular,
aproximadamente por 4 horas.

Proceso de extraccion celular
Para eliminar cualquier material particulado, se centrifugo el lisado a 20,000 RPM
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se transfirid el sobrenadante a un tubo
de microcentrifuga de 1.5mL nuevo y estéril.
Para eliminar contenido de ARN, se afiadio 20 uLL. de RNAsa A (suministrado en
el kit) al lisado, la homogenizacién fue garantizada con un vortex breve y fue
incubado a temperatura ambiente durante 2 minutos (es importante cumplir el
tiempo especificado antes del siguiente proceso).
Fue adicionado 200 pL de PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer, breve
vortex. Luego se afiade 200 uL de etanol al 96-100% al lisado. Fue homogenizado
bien agitando en vortex durante 5 segundos. Para el procesado de varias muestras
en simultaneo, se prepard una mezcla maestra de buffer / etanol mezclando con
200 ul de Lysis/Binding Buffer y 200 ul de etanol al 96-100% por muestra.
Fue transferido cada muestra a una columna de purificacion PureLink ® insertado
un tubo de colecta. Posteriormente fue centrifugada a 10,000 RPM durante 1
minuto a temperatura ambiente.
Fue descartado el tubo de recoleccion y se colocé la columna de centrifugado en
un nuevo tubo de colecta PureLink® limpio suministrado en el kit.
Fue afiadido 500 pl de Wash Buffer 1 a cada columna de silica. Luego fue
centrifugada la columna a temperatura ambiente a 10,000 RPM durante 1 minuto,
desechando el tubo de colecta y adicionando uno nuevo.
Fue afiadido 500 pl de Wash Buffer 2 a cada columna de silica. Fue centrifugada
la columna a 20,000 RPM durante 3 minutos a temperatura ambiente. Luego se
desecho el tubo de colecta.
las columnas de centrifugado fueron colocadas en nuevos tubos de

microcentrifuga estéril de 1,5 ml.
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Fue adicionado 100 uL de PureLink ® Buffer de elucién gendmica a la columna
(en este paso se asegura de agregar el volumen al centro de la columna y no por
las paredes).

La incubacién fue a temperatura ambiente durante 1 minuto. Luego centrifugada
a 20,000 RPM durante 1 minuto a temperatura ambiente.

El tubo contiene ADN gendmico fue retirado. Fue alicuotado 20 uL. de ADN y
almacenada a -20° C, el resto de la alicuota fue almacenado a -80° C para

almacenamiento a largo plazo y evitar la degradacion de la muestra.

2.4. Cuantificacion de ADN gendémico

24.1.

2.4.2.

Cuantificacion mediante NanoDrop One

Se siguieron los siguientes pasos:

Se descongel6 las muestras de ADN gendémico por al menos 2 minutos (para
evitar sesgo en la cuantificacion, las muestras tienen que estar en temperatura
ambiente).

Se enciende el equipo Nanodrop One y se selecciono la opcion de cuantificacion
de ADN bicatenario.

Se carg0 2uL de la solucion blanco (buffer de elucion PureLink ®) en el pedestal
inferior, se cierra el pedestal delicadamente. Luego se marca la opcién de
blangueamiento.

Luego, se carg6 2uL de las muestras de ADN en el pedestal, en seguida se marcd
la opcion de cuantificar.

Se registra cada una de las lecturas de concentracion y parametros A280/260 y
A260/230. Después de cada registro y antes de la carga de las siguientes

muestras, se limpia el pedestal con pafios desechables Kimwipes.

Cuantificacion mediante Qubit 3.0

Para la cuantificacion fue utilizado el reactivo Qubit® dsDNA BR Assay Kit
(Invitrogen), desarrollando los siguientes pasos:

Las soluciones de trabajo fueron preparados, el Qubit® solucion de trabajo
diluyendo Qubit® dsDNA BR Reagent (Component A) 1:200 en Qubit® dsDNA

BR Buffer (Component B), utilizando un tubo de plastico limpio cada vez que
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prepare suficiente Qubit® solucion de trabajo. El volumen final en cada
microtubo de 0.5 ml debe ser de 200ul.

- La adicion de 190 ul de Qubit® solucion de trabajo a cada uno de los tubos
utilizados para los estandares, dos en total.

- Laadicion del0 ul de cada Qubit® dsDNA BR Standard al tubo apropiado, luego
se homogeniz6 mediante pipeteo.

- La adicion 198 ul de Qubit® solucién de trabajo a cada uno de los tubos
utilizados para cuantificar las muestras de ADN provenientes de mucosa uterina
bovina.

- Laadicidn final de 2 ul de muestra de ADN a los 198 ul de Qubit® solucion de
trabajo a cada uno de los tubos utilizados para las muestras, seguidamente
homogenizado mediante un vértex de 2-3 segundos (EI volumen de cada tubo
debe de ser de 200 ul), posteriormente los tubos fueron incubados durante 2
minutos.

- Finalmente fue realizada la lectura, en la Pantalla de Qubit® Fluorometro se
presiond “DNA” luego “dsDNA”, “Broad Range”. Primero se calibro la corrida
con la lectura de los dos estandares. Luego se procedié con la lectura registro de

la concentracion de ADN de las muestras.

2.5. Amplificacion por PCR convencional del gen 16S

2.5.1. Elaboracion de Master Mix
Volimenes de cada reactivo procedente del kit Tag MasterMix (BIORON) para

la amplificacion del gen RNA16s, por cada reaccion (Tabla 2)

Tabla 2 Reactivos utilizados en la elaboraciéon del Master Mix.

Reactivos Reaccion 1X-22 uL

16S

Master Mix 11 uL

MgClI2 0.5 puL

Agua 7.5 uL

Primer F (27_F) 10 uM 1 pL conc. Final (0,45 uM)

Primer R (1492_R) 10 uM 1 pL conc. Final (0,45 uM)

Total 21 uL

Templado (ADN) 1uL
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- En etapa fueron preparados los volumenes de reaccion de PCR en la cabina de

PCR, desinfectando y exponiendo a UV antes y despues del uso de la cabina.

2.5.2. Corrida de PCR
Establecimiento de los pardmetros para cada corrida de PCR, todas las

condiciones de perfil térmico fueron aplicados en todas las corridas (Tabla 3).

Tabla 3 Pardmetros considerados en una corrida de PCR.

1 2
95 °C 95 °C 55°C 72 °C 72 °C 4°C
0:06:00 min | 0:00:30 min | 0:01:00 min | 0:01:00 min 0:10:00 min 0
1x 40x 1xd

Los amplificados fueron guardados en refrigeracion hasta antes de realizar el proceso

electroforético

2.6. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para la ejecucion de electroforesis se tuvo en cuenta los siguientes pasos:

2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.

Preparacion TAE 1X
Se midi612.5 ml de TAE 40X y se mezcld con 487.5 ml de agua destilada
Se homogeniza bien y se conservar a temperatura ambiente.
Preparacion de Gel de Agarosa al 0.8%
Para la preparacion del gel de 11 pocillos, fue adicionado 0.6 g de Agarosa en 75
ml de TAE 1X.
Para la preparacion del gel de 18 pocillos, fue adicionado 1.0 g de Agarosa en 125
ml de TAE 1X
Para la preparacion del gel de 11 pocillos, fue adicionado 2.4 g de Agarosa en 300
ml de TAE 1X
Cada componente fue calentado en microondas por 1:30 min 0 mas hasta que se
disuelva el agar sin que este haga ebullicién. Seguidamente fue adicionado 10 ul
Colorante Orange por cada 100 ml de solucion. Finalmente, la solucion fue
colocado en la bandeja de electroforesis, asegurandose de que no existan burbujas.
Siembra en Gel de Agarosa
Se sembro 2ul de loanding blue diluidos en 10 ul de muestra de ADN

Se sembro 10 ul del ladder GeneRuler 1kb (Invitrogen)
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2.6.4.

2.6.5.

Orden de Siembra en Gel de Agarosa

Tabla 4 Orden de Siembra en Gel de Agarosa

1Kb=Lader

M1...4= Muestras
C+=Control Positivo
C-=Control Negativo
CR=Control Reactivo

Corrida electroforética

Para la corrida electroforética se corrieron bajo los parametros de 75 voltios por 1

hora. Luego del tiempo delimitado, se procedi6 a la lectura en fotodocumentador

2.7. Purificacion de ADN genomico de mucosa uterina bovina

La purificacion de ADN de muestras de mucosa uterina extraidas se desarroll6 con

la aplicacion del protocolo del Kit “Dna Clean & Concentrator®-5.

2.7.1.

2.7.2.

Preparacién Previa del Kit Dna Clean & Concentrator®-5
Preparacién del buffer: Se afiadié 96 ml etanol 100% al concentrado de 24ml de

DNA Wash Buffer, solo cuando se abre un kit nuevo.

Procedimiento de purificacion

En un microtubo de 1.5ml, fue afiadido 2 veces el volumen de DNA Binding
Buffer al volumen de la muestra de DNA. Seguido de una mezcla breve mediante
vortex. (*aplicacion para plasmidos o DNA genémico > 2kb.)

Se transfirio la mezcla a la columna Zymo-Spin™ en un tubo colector.
Seguidamente, fue centrifugado a 16 000 RPM por 30 segundos, luego se
descartd el sobrenadante del tubo colector.

Se afiadi6 200ul de DNA Wash Buffer a la columna, luego se centrifug6 a 16 000
RPM por 30 segundos, repitiendo el paso de lavado por segunda vez.

En cada tubo fue afiadido 20 ul DNA Elution Buffer directamente a la matriz de

la columna, incubada a temperatura ambiente por un minuto. Se transfirié la
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columnaa un microtubo de 1.5 ml 'y se centrifugd a 16 000 RPM por 30 segundos
para la elucion de DNA. Finalmente, la muestra de DNA esta ultrapura,

volviendo a cuantificar por el nanodrop.

2.8. Secado de ADN gendémico de mucosa uterina bovina
2.8.1. Procedimiento de secado de ADN gendmico previo a secuenciar

Después de la cuantificacion y verificacion de la calidad, las muestras se
sometieron a secado mediante bafio seco a 37 ° C durante 24-48 horas en placas
de PCR de 96 pocillos, cada uno previamente etiquetadas.

- El bafio seco se coloc6 en una campana extractora previamente desinfectada
con hipoclorito al 1% y alcohol al 70%, para evitar la contaminacion.

- Luego, se encendié la campana y se coloco las placas de PCR de 96 pocillos
que contienen las muestras para evitar el contacto entre los tubos, en el bafio
seco. Estos deben tener la tapa abierta para facilitar el proceso de secado. Para
evitar la contaminacion entre muestras, cada muestra esta por separado por al
menos un pocillo, asegurandose de que no estén demasiado juntos y se
cubrieron con parafilm con 3 orificios delgados en cada apertura del pocillo
con muestra. Las muestras se secaron en un total de 12 horas.

- Luego del proceso, se sell6 con film de placa de PCR y se recubrié con

parafilm; se guardd a 20° C hasta el momento del envio para secuenciamiento.

2.8.2. Transferencia de embriones
Posterior a la extraccion de la muestra, los embriones fueron transferidos y
evaluados los ovarios de la receptora, por via rectal donde se determind si existe
cuerpo lateo (CL > 16mm), indicando si el bovino se encuentra apta para
recepcionar el embrion; asi mismo se determiné que la transferencia sea
depositada, donde se encuentre el CL, de manera similar a lo anterior mencionado

el bovino receptor sera limpiada y anestesiada.
Teniendo los embriones ya identificados segun su estadio y calidad, asi como la

respectiva identificacion de padre, madre y raza, fue realizada las transferencias

utilizado una pistola de transferencia de embriones (21”°) con fundas con punta de
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acero y camisetas, donde la pistola fue dirigida al cuerno lipso lateral del CL

funcional, para que el embrion sea depositado en el tercio craneal del cuerno uterino.

2.9. Diagnostico de prefiez

2.10.

Se realizo después de 28 a 30 dias de transferido el embrion, mediante ultrasonografia
(Ecdgrafo Portatil Tringa Linear Easote Europe - Piemedical), con frecuencia de 7.5
Gz.

Analisis de datos bioinformaticos

Para el analisis del microbioma del gen 16S rRNA se utiliz6 QIIME2 version 2022.2
(Bolyen et al., 2019) a través del lenguaje de programacién Python en el servidor de
bioinformatica del Laboratorio de Fisiologia Molecular de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza (UNTRM). Se siguio el flujo de trabajo del programa
QIIME?2 para analizar los archivos fastg.gz forward y reverse a fin de verificar la
calidad de las lecturas. Se demultiplexd las secuencias acordes, con las secuencias de
codigo de barras que se adquirieron en el proceso de secuenciacion. Luego, se
construyé una metadata con informacion referente a las variables a analizar con
respecto a las muestras de mucosa uterina bovina, segmento uterino (mitad craneal
del cuerno uterino, “C” y cuerpo uterino, “U”) y estado de prefiez (control, “C”’; No
prefiado, “N” y prefiado, “Y”). Posterior a ello, se realizo el proceso de recorte de los
adaptadores de secuencia y la eliminacion de ruido, secuencias ambiguas, duplicadas,
de baja calidad, quimeras y otras, a través del método denoise-paired mediante el
pluging DADAZ2, para continuar con el andlisis solo hasta las posiciones 226 y 208
de las lecturas forward y reverse, respectivamente. Con las secuencias representativas
y de alta calidad se aplicd la clasificacion taxonémica con la base de datos
Greengenes y el clasificador sklearn, obteniendo las tablas de taxonomia y Unidades
Taxonomicas Operativas (OTU) en formato ".qza". Ademas, se uso la rarefaccion
alfa para excluir secuencias con un conteo insuficiente de lecturas por muestra.

Para analizar la diversidad bacteriana, se calcularon los indices de diversidad alfa 'y
beta a partir de la tabla completa de OTUs. La diversidad alfa por segmento uterino
muestreado, y estado de prefiez se realizo mediante indices de Shannon (p<0.05). La
diversidad beta se realizé con el Analisis de coordenadas principales (PCoA), basado
en el indice de Bray-Curtis por raza, y la distancia UniFrac no ponderada por estado

de prefiez y segmento uterino.
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I1l. RESULTADOS

3.1.Eficiencia de extraccion de muestra de ADN de dos segmentos uterinos (Utero cuerno
uterino)
Se trabajo con 53 animales pertenecientes a los distritos de olleros, Yambrasbamba y
Cuispes los cuales fueron evaluados y seleccionados para la transferencia de embriones, solo
se obtuvo una muestra aceptable en base a la calidad, rendimiento y pureza de ADNg de 24
animales; estos superaban la concentracion minima de ADN (20 ng/ul) y parametros de
pureza (Azeorzes entre 1.8 y 2.0) requeridos para secuenciamiento de nueva generacion (NGS)
(Tabla 5).

Tabla 5 Parametros de cuantificacién de ADN extraido de mucosa de dos segmentos uterinos.

o CODIGO DE CONCENTRACION DE
N° INDIVIDUO MUESTRA (NGS) ADN (ng/ul) A260/A280™

2 u2 129,8 1,87
5 us 116,7 1,8
7 u7 48,6 1,75
10 u10 39,2 1,81

C10 31 1,81
12 ui12 39,2 1,82

C12 37,6 1,84
13 ul3 66,7 1,88
14 ul4 174,7 1,86
15 C15 122,1 1,8

uils 445 1,82
17 C17 92,5 1,85
18 ul1s 66,3 1,84

C18 443 1,73
22 Cc22 27,9 1,84
23 u23 90,1 1,8

C23 62,5 1,82
36 u36 54,4 1,86

C36 24,2 1,85
37 u37 34,7 1,68
38 u3s 40,9 1,72

C38 80,6 1,81
39 C39 64,5 1,8
42 u42 57,2 1,9
43 u43 442 1,87

C43 75,1 1,86
45 C45 64 1,79
47 u47 36,2 1,86
49 u49 182,8 1,87
50 us0 22,2 1,88
52 C52 31,7 1,88
53 C53 29 1,91

Mediante prueba Tukey se determind que del total de microbioma encontrado en el Gtero,
no se encontraron diferencias en cuanto a calidad, pero al comparar nimero de partos si se

obtuvo diferencia significativa para la concentracion de ADN (p>0.005) (Tabla 6).
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Tabla 6 Eficiencia de extraccion de ADN (20 ng/ul) respecto a la concentracion y parametros de

pureza (A260/268 entre 1.8 y 2.0) de muestras de microbioma de dos segmentos uterinos.

id [1 ADN (ng/ul) A260/268

Numero de partos(a)

0 a 2 partos (14) 50.54+24.29b 1.84+0.04a

3 a5 partos (14) 66.72+43.67b 1.82+0.07a

6 a 7 partos (4) 108.45+54.52a 1.83+0.03a
p-valor 0.039 0.500

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas al nivel de p<0.05, (a) comparacion multiple
con la prueba de tukey y (b) comparacion con la prueba T para muestras independientes.

1.1.Composicion bacteriana en muestras de mucosa procedente de dos segmentos
uterinos (Cuerpo Utero y cuerno del Utero)

Se realiz6 la evaluacion de la abundancia relativa de las 32 muestras obtenidas para
determinar su composicién bacteriana por phylums de muestras de mucosa uterina, donde el
secuenciamiento de las regiones hipervariables VV3-V4 del gen 16S rARN gener6 un total de
4.4 millones de lecturas en las 32 muestras secuenciadas, con una media de 124 mil lecturas
por muestra, de las cuales se validaron el 99.98% de las secuencias. La abundancia relativa
de los componentes bacterianos varia en los diferentes individuos y agrupamientos
realizados (Figura 8). Sin embargo, en la totalidad de muestras evaluadas existe en mayor
abundancia el phylum Proteobacteria del 52.54%, seguido del phylum Bacteroidetes con un
33.44%; también se reporto la presencia del phylum Actinobacteriota (8.62%), Firmicutes

(3.58%), Basidiomycota (0.16%) entre otros en menor presencia (Figura 9).
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Figura 9 Abundancia relativa total de la composicidn bacteriana por phylum de muestras de
mucosa uterina a partir del secuenciamiento de la region V3-V4 del gen 16s ARNr.

El analisis de la composicién del microbioma segin los individuos mostré similitud en la
distribucion de porcentajes de presencia en individuos. La composicion segiin segmento
uterino muestreado difiere principalmente en los porcentajes del phylum Firmicutes, con
2.5% y 1.0% de abundancia presente en mucosa de cuerpo uterino y cuerno uterino,
respectivamente (Figura 10). Para el agrupamiento segun estado de prefiez, se tom6 como
control a individuos que no se transfirieron embriones, esto para comparar con aquellos
que hubo un éxito en la implantacion de embriones con respecto a los que no la hubo; asi,
se encontr6 que hay una alta abundancia de Bacteroidetes (70%) y presencia
representativa de proteobacteria (19%) en los individuos donde hubo implantacion
embrionaria, es decir, bovinos prefiadas; por otro lado, la predominancia de casi el 50%
de proteobacteria es caracteristico en los individuos en que no hubo éxito en la

implantacion (Figura 11).
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Figura 10 Abundancia relativa de la composicién bacteriana por Phylums de muestras de mucosa uterina.
Agrupacion segun segmento de colecta (mucosa del cuerpo uterino: “U” y mitad craneal del cuerno
uterino: “C”), Firmicutes, con 2.5% y 1.0% de abundancia de CU
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Figura 11 Abundancia relativa de la composicion bacteriana por phylums de muestras de mucosa uterina.
Agrupacion segun estado de prefiez (no prefiada: “N”, prefiada: “Y” y control “C”).
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En el analisis por género de la totalidad de muestras evaluadas se puede evidenciar que
existen consorcios bacterianos muy predominantes en ciertos individuos, resultando en
una baja diversidad de presencia de géneros en estos, asi mismo, se observé individuos
con una alta diversidad de géneros presentes en su composicién bacteriana (Figura 12).
Los anélisis de género por grupo revelaron diferencias en cada categoria. Los géneros
Stenotrophomonas, Psychrobacter, Phyllobacterium y Paeniglutamicibacter son
representativos en las muestras de mucosa de la mitad craneal del cuerno uterino, en
cambio en las muestras de mucosa de pared uterina predomina la presencia de
Pseudomonas, Bacillus y el género no catalogado de la familia (Figura 13). Se observo,
la alta prevalencia de Pseudomonas (aproximadamente el 90%) en el grupo donde no se
realizaron transferencias embrionarias, no obstante, géneros como Sphingobacterium,
Chryseobacterium, Pedobacter, Psychrobacter y Paeniglutamicibacter son mas
abundantes en aquellos donde si hubo una exitosa implantacion embrionaria a
comparacion con el grupo que no hubo prefiez (Figura 14). Al realizar la comparacién
entre composicion del microbioma en segmento de colecta de bovinos prefiadas se
observa que en el cuerpo uterino, la similitud de predominancia con la composicién
general de todos los animales muestreados es de los géneros Chryseobacterium,
Pedobacter, Psychrobacter y Paeniglutamicibacter en comparacion con la composicion
de la mitad craneal del cuerpo uterino, donde repite la presencia de los géneros
Chryseobacterium y Pedobacter, sin embargo, existe la presencia de dos géneros
adicionales uno presente en todas las bovinos muestreadas (Sphingobacterium) y otro que
su presencia es mas notoria en bovinos que no prefiaron (Sthenotrophomonas) (Figura
15).
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Figura 13 Abundancia relativa de la composicion bacteriana por género de muestras de mucosa uterina.
Agrupacion segun segmento de colecta (mucosa del cuerpo uterino: “U” y mitad craneal del cuerno uterino:

“C”).
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Figura 14 Abundancia relativa de la composicion bacteriana por género de muestras de mucosa uterina.
Agrupacion segun estado de prefiez (no prefiada: “N”, prefiada: “Y” y control “C”).
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IV. DISCUSION

Santos y Bicalho et al (2012), mencionan que muy aparte de que un bovino se encuentre
sana o enferma las principales bacterias que se encuentra en el ambiente uterino contiene los
phylum Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria y otros
taxones no asignados. Estas bacterias también estan presentes en el microbioma intrauterino
en seres humanos, pero la dominancia de algunas solo es en mujeres sanas, donde esta
compuesto principalmente por bacterias de los phylum Firmicutes y Proteobacteria (Fang et
al 2016); conjuntamente Franasiak et al (2016), corroboraron la misma existencia en la
evaluacion del microbioma en mujeres sanas. Estos resultados son similares a los
encontrados en los bovinos seleccionados para receptoras de embriones, donde la poblacion
de microbioma prevalente encontrada fue de los phylum Proteobacteria, Bacteroidetes y
Firmicutes, sin embargo, es importante mencionar que los géneros pertenecientes a estos
phylum no son los mismo en humanos (Lactobacillus) que en bovinos (Bacillus,
Chryseobacterium, Pedobacter, etc ) que tendrian funciones similares y que las variaciones
encontradas entre animales también podrian estar influenciadas por la edad, asimismo,
Aagaard et al. (2012) mencionan que en mujeres si existe una disminucion respecto a riqueza
y diversidad del microbioma uterino; esto seria importante porque permitiria determinar si
en bovinos existe estas variaciones segun la edad y nimero de partos. Similar a lo encontrado
en el presente estudio al encontrarse diferencias significativas en concentracion mas no en

calidad.

Nguyen et al (2019), realizaron la caracterizacion del microbioma uterino en bovino post
parto, logrando identificar la presencia en mayor abundancia del phylum Firmicutes, seguido
de Proteobacterias y Bacteroidetes en bovinos sanos; mientras que para Swartz et al (2014)
la comunidad bacteriana uterina tanto en ovinos como bovinos en diferentes estados
gestacionales, estuvo dominada principalmente por los phylum Proteobacteria, Fusobacteria
y Bacteroidetes. En nuestro estudio se realiz la evaluacion del microbioma uterino en
bovinos sanos antes de la transferencia embrionaria, donde también se observo la presencia
de estos phylum, sin embargo, el de mayor abundancia fue Proteobacterias, seguido de
Bacteroidetes y en una menor proporcién Firmicutes. En otro estudio, Gonzales (2019)
evalué el microbioma nativo existente en el tracto reproductivo de la hembra bovina dentro

de un protocolo de sincronizacion de celo, confirmando nuevamente la presencia de bacterias

56



de los phylum Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes. Al comparar estos resultados con
los obtenidos, teniendo en cuenta que la muestra de microbioma fue extraida 20 dias antes
de iniciar el protocolo de sincronizacion (IATF), se encontré que en la mayoria de los
animales muestreados existia la presencia de Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, sin
dejar de lado la presencia significativa de Actinobacteria.

Moreno et al (2016), realizaron la evaluacion del microbioma endometrial presente en
mujeres que lograron quedar embarazadas, existia la presencia de los phylum Actinobacteria
y Firmicutes, siendo las cuatro principales bacterias: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Gardnerella y Streptococcus, asociando principalmente el género Lactobacillus con estos
resultados reproductivos favorables, sin embargo, ademas se encuentra presente
Stenotrophomonas en baja concentracion perteneciente al phylum Proteobacteria. El
microbioma analizado en los segmentos del Utero en bovinos y su posterior respuesta a la
prefiez, logro confirmar la nulidad de la existencia de las bacterias Lactobacillus,
Bifidobacterium, Gardnerella y Streptococcus, no obstante, si se encontrd la presencia de
Stenotrophomonas (Proteobacteria), pero principalmente en bovinos que no se prefiaron. En
cambio, en bovinos que lograron con éxito la prefiez, se encontraron las bacterias
Chryseobacterium 'y Sphingobacterium pertenecientes al phylum Bacteroidetes vy
Pedobacter perteneciente al phylum Proteobacteria. Al comparar estos resultados con la
ubicacién de estas bacterias en las dos zonas uterinas se corroboré que, en la mitad craneal
del cuerno uterino, que es la zona donde se realiza la mayoria de las transferencias de
embriones, existe la presencia de Stenotrophomonas. Sin embargo, su proporcion estaba
equilibrada a la presencia de Phyllobacterium y Psychrobacter (phylum Proteobacteria) y
Paeniglutamicibacter (phylum Actinobacteria), las cuales estan asociadas al éxito de prefiez.
Estos resultados muestran una relacién con los de Jeon et al 2018, quienes evaluaron a
bovinos con metritis, y la variacion del microbioma uterina respecto un tratamiento con uso
de antibidticos. Esto confirma que mientras los animales se recuperan, hay una poblacién
creciente de las Bacteroidetes seguido por Proteobacteria, Firmicutes y Fusobacteria, las

cuales se asocian al microbioma de animales reproductivamente sanos.
Las muestras de los dos segmentos uterinos muestreados, dieron como resultado la
dominancia de los phylum Proteobacteria (53%), Bacteroidetes (35%), Actinobacteriota

(8%) y Firmicutes (3%) en la mayoria de los animales, sin tener en cuenta su seleccion para

57



la transferencia embrionaria o prefiez. Esto demuestra que existe una gran variabilidad en las

proporciones de las bacterias presentes entre animales y estado fisiologico. Sin embargo,

casi siempre los taxones son los mismo, esto se puede comprobar en el estudio realizado por

Miranda-CasoLuengo et al (2019), quienes evaluaron el microbioma uterino en bovinos post

parto, encontrando seis phylum (Firmicutes (64%), Bacteroidetes (27,7%), Fusobacteria
(2,9%), Proteobacteria (1,8%), Tenericutes (1,3%) y Actinobacteria (1,1%)).

V. CONCLUSIONES

Respecto a la eficiencia de extraccion en concentracion y pureza del ADN extraido de
las muestras de microbioma no existe diferencia entre segmentos uterinos, pero si en
relacién al nimero de partos, donde a mayor cantidad se pudo extraer mejor calidad
muestra de ADN.

El microbioma uterino presente en receptoras de embriones bovinos fueron de los
phylum Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes. Al dividir su
presencia por segmento evaluado, solo se observo una pequefia diferencia representativa
entre el phylum Firmicutes presente en el cuerpo uterino (5%), a comparacién del

presente en la mitad craneal del cuerno uterino (2%).

Evaluando por género presente en cada segmento, fue notorio la diferencia entre la
presencia dominante de Pseudomonas en el cuerpo uterino, y la presencia Unica de
Bacillus y géneros no catalogados, seguido de una minima concentracion de
Phyllobacterium. Sin embargo, en la mitad craneal del cuerno uterino se ve dominado
por Pseudomonas, Stenotrophomonas y presencia UGnica de Physobacter y

Paeniglutamicibacter.

El phylum existente en el microbioma uterino en mayor proporcion, y que puede estar
asociado a los resultados de prefiez, es Bacteroidetes y Proteobacteria, sin dejar de lado
Actinobacterias y en una minima proporcion Firmicutes. No obstante, respecto a los
géneros mas abundantes en bovinos que lograron prefiar son: Psychrobacter,
Pedobacter 'y Pseudomonas; Paeniglutamicibacter;  Chryseobacterium vy

Sphingobacterium.
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VI.

- Los segmentos del cuerpo uterino y mitad craneal del cuerno uterino evaluados en todos
los animales muestreados, poseen mas del 40% del microbioma uterino con los mismos
géneros (Chryseobacterium y Pedobacter), diferenciandose por la presencia unica de
los géneros Pseudomonas y Sphingobacterium en el cuerpo uterino y Psychrobacter y

Paeniglutamicibacter en mitad craneal del cuerno uterino.
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VIl. ANEXOS

N° DISTRITO RAZA N° PARTOS CODIGO DE MUCOSA DE CODIGO DE MUCOSA DE TIPPO DE EMBRION PRENEZ
PARED UTERINA CUERNO UTERINO TRANSFERIDO
2 OLLEROS BROW SWISS 3 uU-2 C-2** MOET FRESCO NO
OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 2 U-5 C-5** MOET CONG. NO
7 OLLEROS BROW SWISS 1 uU-7 C-7** MOET FRESCO NO
10 OLLEROS BROW SWISS 4 U-10 C-10 MOET FRESCO NO
12 OLLEROS BROW SWISS 1 U-12 C-12 MOET CONG. NO
13 OLLEROS SIMENTAL CRUZADO* 4 U-13 C-13** MOET FRESCO Sixx
14 OLLEROS BROW SWISS 7 uU-14 C-14** MOET FRESCO Six*
15 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 7 U-15** C-15 MOET FRESCO Sixx
17 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 6 U-17** C-17 MOET CONG. Six*
18 OLLEROS BROW SWISS CRUZADA* 3 U-18 C-18 MOET CONG. NO
22 YAMBRASBAMBA SIMMENTAL 2 U-22** C-22 - -
23 YAMBRASBAMBA SIMMENTAL 3 U-23 C-23 MOET FRESCO NO
36 OLLEROS BROWN SWISS 2 U-36 C-36** MOET CONG. NO
37 OLLEROS HOLSTEIN-F1* 5 U-37 C-37** MOET CONG. Spx**
38 OLLEROS BROWN SWISS 4 U-38 C-38 --- ---
39 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-39** C-39 -—- -—-
42 OLLEROS BROWN SWISS 1 U-42 C-42** - -
43 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-43 C-43 MOET FRESCO NO
45 OLLEROS HOLSTEIN CRUZADO* 1 U-45%* C-45 MOET CONG. Spxx*
47 CUISPES SIMMENTAL 5 u-47 C-47** -—- -—-
49 CUISPES SIMMENTAL 4 U-49 C-49** MOET FRESCO NO
50 CUISPES SIMMENTAL 2 U-50 C-50** -—- -—-
52 CUISPES SIMMENTAL 0 U-52** C-52 MOET FRESCO SPF**
53 CUISPES CRUCE B/S* 3 U-53** C-53 MOET FRESCO NO

Tabla 7 Informacidn sobre el lugar de muestreo, raza, nimero de partos, cédigos de muestras realizadas, tipo de embridn transferido y estado de prefiez
de los individuos incorporados al analisis molecular.
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Panel fotogréfico de las actividades realizadas en laboratorio

Imagen A. Preparacion de reactivos del Kit de extraccion PURELINK® MINI KIT

Imagen B. Muestras de mucosa intrauterina suspendidas en 2mL de PBS

Imagen C. Pellet de mucosa intrauterina luego de la centrifugacion
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Imagen D. Proceso de digestion de las muestras. A. Incubacion de las muestras en el “Mini Dry Bath”. B.
Imagen de la muestra digestada.
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Imagen E. Procedimiento de extraccion y conservacion de ADN.
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Imagen F. Cuantificacién de muestras de ADN mediante Nanodrop One.
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Imagen H Amplificados de 16S de las muestras de ADN de mucosa uterina bovina

Imagen J. Preparacion de los gels de agar de 36 y 18 pocillos, respectivamente.
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Imagen L. Analisis de gel de prueba. L: ladder; U5-U6-U7-U12: muestras de mucosa uterina bovina;
CP: control positivo (E. coli); CN: control negativo; CR: control de reactivos.

Imagen M. ectura de los amplificados de 16S en el agar al 0.8% de 36 pocillos.
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