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Resumen

La epigenética estudia las variaciones hereditarias que ocurren sin que cambie la
secuencia del ADN. El objetivo de la investigacion fue determinar y comparar la
capacidad fecundante en la produccién de embriones in vitro de dos bovinos homocigotos
de la raza Aberdeen Angus. Se utiliz6 ovarios recolectados del camal municipal de
Chachapoyas, de vacas Brown Swiss cruzadas, clinicamente sanas y con edades entre los
3y 5 afios, determinado por sus incisivos. Los ovocitos se aspiraron con una jeringa de
10 ml y una aguja hipodérmica 18 G, para ser madurados por un espacio de 24 horas en
promedio. Ya madurados se fecundaron con el semen de los toros JTRM y VTRM por 18
horas. Una vez fecundados se cultivaron por 7 dias en gotas de 90 ul de medio fluido
oviductual sintético (SOF) cubiertos con aceite mineral. Se evalu6é la motilidad post
descongelacion, no encontrando diferencia significativa entre los dos toros. A los 3 dias
de cultivo se evalud el porcentaje de fertilidad in vitro, siendo superior el toro JTRM
56.48% frente al toro VTRM 40.74% (p<0.05). Finalizado los 7 dias de cultivo se evalu6
la produccion total de embriones (blastocistos iniciales (Bi), blastocistos (Bl) y
blastocistos expandidos (Bx)), presentando mayor porcentaje de embriones a favor del
toro JTRM 27.86% y VTRM 23.86% (p<0.05). Finalmente los toros no difieren en
motilidad individual pero si en la produccién de embriones (p<0.05).

Palabras clave: fertilidad in vitro, embriones, espermatozoides.
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Abstract

Epigenetics studies inherited variations that occur without changing the DNA sequence.
The objective of the research was to determine and compare the fertilizing capacity in the
production of in vitro embryos of two homozygous cattle of the Aberdeen Angus breed.
Ovaries collected from the municipal Chachapoyas road, from Brown Swiss cows,
clinically healthy and aged between 3 and 5 years, determined by their incisors, were
used. The oocytes were aspirated with a 10 ml syringe and an 18 G hypodermic needle,
to be matured for a period of 24 hours on average. Already matured they fertilized with
the semen of the JTRM and VTRM bulls for 18 hours. Once fertilized, they were grown
for 7 days in drops of 90 ul of synthetic oviductual fluid medium (SOF) covered with
mineral oil. Post defrosting motility was evaluated, finding no significant difference
between the two bulls. After 3 days of cultivation, the percentage of in vitro fertility was
evaluated, the JTRM bull being 56.48% higher than the VTRM bull 40.74% (p <0.05).
After 7 days of culture, the total production of embryos (initial blastocysts (Bi),
blastocysts (Bl) and expanded blastocysts (Bx)) was evaluated, presenting a higher
percentage of embryos in favor of the JTRM 27.86% and VTRM 23.86% (p <0.05).
Finally, bulls do not differ in individual motility but in embryo production (p <0.05).

Keywords: in vitro fertility, embryos, sperm.
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I. INTRODUCCION

En las ciencias médicas los gemelos homocigotos constituyen un grupo idéneo para
abordar el estudio de las variabilidades epigenéticas, etc. En este tipo de padecimientos
suelen observarse similitudes entre parientes, en especial si se trata de gemelos
homocigotos. Sin embargo, aun en este tipo de hermanos se detectan diferencias
importantes. Pardmetros como los grados de concordancia y porcentajes de heredabilidad
han puesto de manifiesto que un gemelo monocigdtico puede presentar trastornos
hereditarios que su co—gemelo nunca tendra. La epigenética es el estudio de los cambios
en la funcion de los genes que no afectan la secuencia del ADN, sino por modificaciones
que tienen lugar principalmente en las citosinas de éste y en las histonas de la cromatina.
Se ha determinado que las modificaciones epigenéticas son mucho més frecuentes que
aquellas que modifican la secuencia del ADN, por lo que constituyen uno de los
fundamentos de la diversidad bioldgica; muestran la manera en que el ambiente puede
modular la expresion genética y contribuyen asi a nuestro fenotipo. (Gonzales, Diaz y
Diaz-Anzaldua, 2008)

(Brero, Leonhardt y Cardoso, 2006), mencionan que en el momento actual, se ha
incrementado ademas el interés por esclarecer las razones por las que una misma
informacidn genomica puede ser regulada para producir distintos tipos celulares en un
mismo individuo o distintas caracteristicas aln en individuos genéticamente idénticos.
Aunado a la secuencia nucleotidica unidimensional del ADN, se ha demostrado que hay
un nivel epigenético que afecta la morfologia y las funciones celulares, es decir, su
fenotipo, al influir en la activacion e inactivacion de genes. Este nivel epigenético puede
variar incluso entre gemelos idénticos. (p.22)

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es el principal
objetivo en la produccion de semen bovino. La bdsqueda de un analisis seminal que valore
adecuadamente y prediga la fertilidad de una muestra cobra vital importancia en el
contexto de la reproduccién animal; sin embargo, este andlisis integral es dificil de
desarrollar debido a la complejidad inherente de las células espermaticas (Quintero,

Mayorga y Cardona, 2017).

Antes de usar un toro en los programas de reproduccion es recomendable conocer su
fertilidad. En muchos casos no es suficiente que haya tenido algunas crias, es deseable

conocer la fertilidad con un grado de exactitud, en especial cuando se usa en programas
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de FIV, inseminacion artificial y monta natural de un gran nimero de hembras (Larsson
y Rodriguez-Martinez, 2000, p.329).

El analisis de semen clasico permite realizar una primera evaluacion rapida de la calidad
espermatica, ayudando en la prediccion del potencial de fertilidad, asi como en la
identificacion de posibles causas de infertilidad. La prueba debe incluir unos factores que
evaluan diversas funciones de la célula espermatica. Aunque no hay un consenso sobre la
eficacia de las diferentes pruebas utilizadas en cuanto a prediccion de la fertilidad del
macho. EI espermograma sigue siendo un metodo muy utilizado que permite valorar la
calidad de las muestras seminales correspondientes a diferentes especies. No obstante, en
ocasiones, los resultados de los pardmetros espermaéticos del espermograma clasico
pueden no ser suficientes para determinar con exactitud la capacidad fecundante de un

eyaculado (Larsson y Rodriguez-Martinez, 2000, p.330).

La prediccidn de la capacidad fecundante del esperma es técnica y econdmicamente muy
importante, en especial cuando se trabaja con reproductores que estan en centros de
inseminaciéon. Los investigadores en el mundo han desarrollado varias pruebas
relacionadas con la calidad de semen y su morfologia (Barth, 1992), motilidad
espermatica (Kjaestad et al., 1993; Holt et al., 1997), componentes bioquimicos del semen
(Hirao, 1975), presencia de cromosoma intacto (Correa et al., 1997), integridad de
membrana plasmatica (Perez et al., 1997), concentraciébn de espermatozoides
seleccionados por swim up (Zhang et al., 1998), reaccion acrosémica (Januskauskas et
al., 2000), etc.

Ademas de estas técnicas antes descritas, también se encuentra la evaluacion de semen in
vitro, mediante esta técnica se puede evaluar la capacidad fecundante tanto de semen
fresco como de semen descongelado, aunque son pruebas de alta complejidad, ya que
existen diferentes atributos necesarios para que un espermatozoide pueda fecundar un
6vulo (Graham y Moce, 2005, p.495).

Guillan et al., (2008), han demostrado que existe correlacion confiable y repetible entre
distintas pruebas in vitro con la fertilidad; aunque hasta la fecha no se puede traducir el
resultado arrojado por el espermograma en porcentaje de prefiez de una determinada
inseminacion o de un toro en particular, por lo tanto, para lograr algun progreso en este

sentido se debe abordar la calidad seminal desde diferentes puntos de vista con el fin de
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obtener una comprension de los posibles factores derivados del analisis seminal que

impactan en la tasas de prefiez.

La produccién de embriones in vitro se ha desarrollado y utilizado para la produccion de
crias de alto valor genético de diferentes especies (Palmer et al., 1991). Esta técnica
implica la maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in vitro de ovocitos (FIV)
y el cultivo in vitro de ovocitos fecundados (C1V) hasta el estadio de blastocisto. A través
de los afios, muchos estudios, realizados principalmente en bovinos, han demostrado que
el donante del semen influye en gran medida el resultado fecundacion y cultivo de
embriones (Shi et al., 1990; Shamsuddin y Larsson, 1993). A los ensayos de fertilidad in
vitro se denominan prueba de penetracion espermética (Hay et al., 1997; Gadea et al.,
1998), en la cual los espermatozoides demuestran su habilidad para penetrar la zona

pellcida, realizar una fecundacion y completar su desarrollo.

El mayor éxito del procedimiento de fecundacién in vitro se demuestra al producir
individuos vivos, utilizando tanto ovocitos madurados in vivo o in vitro, aunque la
eficiencia de estos procesos de FIV disminuye respecto a la fecundacion natural, de igual
modo que cuando se utilizan ovocitos madurados in vivo frente a los madurados in vitro
(Lorenzo et al., 1994).

Por ello, en los Gltimos afios la evaluacién de la calidad y la capacidad fecundante del
espermatozoide bovino ha incrementado su importancia en la industria de la inseminacion
artificial y en los programas de seleccion de reproductores y mejoramiento genético, no
solo porque involucra directamente la fertilidad de los toros, sino también por el alcance
que puede tener esta busqueda en la fertilidad de su descendencia (Gonzales y Campos,
2013).

La evaluacion de motilidad espermatica es comunmente utilizado por laboratorios de
analisis de semen, debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo (Gadea et al., 1998;
2004), sin embargo, la correlacion con la fertilidad es muy variable, baja y en muchos
casos contradictoria (Xu et al., 1998 y Tardif et al., 1999). La medida de motilidad
espermatica es subjetiva debido a que depende individualmente del observador y la
precision de la estimacion de la motilidad es muy importante, siendo de alta correlacion
con la fertilidad, si se usa como variable el promedio de la estimacion de diferentes
técnicos (Foote, R. 2003).
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1. MATERIAL Y METODOS

2.1.Lugar de estudio
La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Animal, Reproduccion
y Mejoramiento Genético del Instituto de Investigacion en Ganaderia y Biotecnologia
(IGBI), de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas
(UNTRM).

2.2.Materiales

Tabla 1: Materiales y equipos usados para la produccion de embriones in vitro

Materiales Material biol6gico y Equipos
reactivos
Termo de transporte de Ovarios recolectados de Bafio maria
ovarios camal
Tijera Solucién salina al 0.9% Estereoscopio
Termdmetro Medio de manipulacion Microscopio
Set de Tips de 10 pl, 20 pl, Medio de maduracion Cabina de

100 ul, 200 pl y 1000 pl
Guantes quirdrgicos

Set de Micropipetas de 10 pl,
20 ul, 100 pl, 200 pl y 1000 pl

bioseguridad

Incubadora de
CO; estacionaria

Medio de fecundacion

Papel toalla

Botas de jebe Medio de cultivo Platina térmica
Overol Semen bovino Centrifuga

Vaso bicker Percoll al 45% Balon de gas CO2

Jeringa de 10 ml
Aguja hipodérmica 18 G
Tubos falcon de 15 ml

Percoll al 90%
Alcohol al 70%
Aceite mineral

Pipetas Pasteur

Placas de 35, 70 y 100 mm
Tubos eppendorf
Portaobjetos y cubreobjetos

Agua ultrapura
Agua destilada

2.3.Disefo de la investigacion
Se utiliz6 el disefio pre experimental con post pruebas en dos grupos y con muestras

diferentes. Se realizaron en total 24 repeticiones por cada toro.

Torres (2013), menciona que la investigacion pre experimental es aquella donde el
investigador ejerce un minimo, poco o nulo nivel de control sobre las variables y no

hay asignacion aleatoria.
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2.4.Evaluacion de motilidad individual o progresiva post descongelacion
Se descongeld la pajillas de semen de los toros JTRM y VTRM a una temperatura de
38.5°C por 60 segundos, a continuacion se coloc una gota (10 pl) de semen sobre
un portaobjetos a 37°C y se colocd sobre esta un cubreobjetos, también a la
misma temperatura. Se observo al microscopio, se valoré visualizando el porcentaje
de espermatozoides que se mueven en forma rectilinea progresiva, siendo éstos los
que atraviesan el campo de observacion. Los espermatozoides que giran en circulo

0 avanzan en forma oscilatoria se considerd que tienen movimientos anormales.

2.5.Seleccion de los animales donantes de 6vulos
Las vacas a donar los ovarios se seleccionaron del camal municipal de la ciudad de
Chachapoyas, previo al beneficiado, se realizd una evaluacion ante mortem como el
estado sanitario, edad del animal por el nimero de sus incisivos, seleccionando a los
que se encuentren entre 3 y 5 afios indicativo que ya se encuentren en edad
reproductiva y que por lo menos hayan tenido un parto (4 - 8 dientes) (Casas et al.,
2001).

2.6.0btencion de los ovarios y aspiracion del complejo ovocito-camulos (COCs)

Para la recoleccién de los ovarios se tuvo en cuenta que se encuentren todas las
estructuras ovaricas como foliculo primario, foliculo secundario, cuerpo hemorragico,
cuerpo luteo, etc. que son indicativos que son ovarios funcionales y que los animales
se encontraban reproductiva y clinicamente sanos. Estos se colocaron en un termo
conteniendo solucion salina al 0.9%, suplementado con antibi6tico y temperado a
38°C para luego ser transportados al laboratorio. Los évulos se recuperaron de los
foliculos ovaricos entre los 2 mm y 7 mm a través de la técnica de aspiracion folicular
de ovarios de matadero mediante una jeringa y una aguja hipodérmica de 10 ml y 18
G respectivamente, posteriormente los COCs aspirados se colocaron en un tubo
Falcon de 15 ml de base cénica, temperado a 37 °C para esperar de 10 a 15 minutos
que los dvulos desciendan a la base del tubo, a continuacion se lavaron en medio de
manipulacion TCM HEPES + 10% SFB y finalmente se realizo la busqueda y
categorizacion en un estereoscopio mediante la observacion.

Los COCs fueron evaluados por su morfologia y clasificados dentro de 4 categorias
(De Loos et al., 1992 y Sato et al., 1990): (A) completamente rodeados por > 3 capas
células del cumulus con citoplasma homogéneo, (B) ovocitos rodeados por 2 capas

de células del cimulus, (C) ovocitos desnudados y (D) ovocitos rodeado por fibrina,
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con aspecto de tela de arafia. Los COCs se clasificaron como viables (calidad A y B)
y no viables (calidad C y D), para los procesos de maduracion y fecundacién in vitro.

2.7.Maduracion in vitro de los complejos ovocito-cumulos (COCs)
Despueés de la recuperacion y clasificacion, los COCs de calidad A y B (viables)
fueron lavados dos veces en medio de manipulacion. Se colocaron 25 6vulos por
microgota de 90 pl con medio de maduracion, cubiertas con 4 ml de aceite mineral,
en placas FIV de 35 mm, que previamente fue equilibrada como minimo por 2 horas

en condiciones de 5% CO3, 38,5 °C y humedad sobre 90% en la incubadora.

Los grupos de COCs se maduraron por un promedio de 24 horas en una atmosfera
humidificada con 5% CO. a 38.5 °C, en medio de maduracion TCM-199
suplementado con 2 pl/ml de piruvato de sodio, 1 pl/ml de gentamicina, 5 pl/ml de
hormona foliculo estimulante (FSH), 5 ul/ml de hormona luteinizante (LH), 6 pl/ml
de glutamina, 1 pl/ml factor de crecimiento epidermal (EGF), 1 pl/ml de estradiol y
10% SFB.

2.8.Fertilizacion in vitro de los complejos ovocito-cimulos (COCs)
Después de las 24 horas de maduracion en promedio, los ovocitos fueron retirados del
medio de maduracién y lavados en medio de fecundacién, seguidamente fueron
colocados en microgotas de 90 ul de medio de fecundacion en placas FIV 35 mm,
cubiertos con aceite mineral, previamente incubados a 38.5°C y 5% CO2 por 2 horas,
posteriormente se adicion6 10 ul de espermatozoide por microgota, seleccionados por

el método de Percoll y diluido en igual proporcion con medio de fecundacion.

Para la fertilizacion se usd semen criopreservado de dos bovinos gemelos
homocigotos de raza Aberdeen Angus; JTRM y VRTM. Los espermatozoides se
seleccionaron por el método de Percoll, para ello se realizé un centrifugado a 3500
rpm por 5 minutos, se retird el pellet, a continuacion se homogenizé este con medio
de fecundacién y se centrifug6 a 1700 rpm por 3 minutos para un lavado del semen,
posteriormente se retiré 30 ul de pellet, se homogeniz6 con la misma cantidad de
medio de fecundacion, y se adiciond separadamente a los ovocitos maduros en las
placas con medio de fertilizacion TALP-FIV (Vajta et al., 2000), suplementado con
10 pl/ml de piruvato de sodio, 1 pl/ml de gentamicina, 10 pl/ml de heparina y 0.003
gr/ml de BSA-FAF. Los COCs madurados y los espermatozoides seleccionados se

incubaron por 18 horas en una atmosfera humidificada a 38.5°C con 5% CO2.
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2.9.Cultivo in vitro de embriones

Los embriones resultantes de la FIV, aproximadamente 18 horas post inseminacion,
se desnudaron los ovocitos casi completamente por pipeteo en las mismas gotas de
medio de fecundacion y se lavaron en medio de cultivo antes de transferirlos a
microgotas de medio de cultivo CIV de 90 pl, cubiertas de 4 ml de aceite mineral,
donde los embriones contintian su division celular a 8, 16 y 32 células hasta llegar a
morulas y blastocistos (Hernandez, 2005). Las placas de cultivo de 35 mm fueron
incubadas a 38,5°C, 5% CO2, y 90% de humedad. Al dia 3 de cultivo se realizé la
primera renovacion del 50% de medio de cultivo y la evaluacion de la capacidad
fecundante, asi mismo se retiré el restante de las células del cimulus. El dia 5 del
cultivo se realizo la segunda renovacion del 50% de medio de cultivo.

Posteriormente para el dia 7 de cultivo se obtuvieron los embriones en el estadio de

blastocisto inicial, blastocisto propiamente dicho y blastocisto expandido.
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1. RESULTADOS

3.1.Motilidad individual post descongelacion

La figura 1 muestra los porcentajes de motilidad individual progresiva después de haber
descongelado al semen por 60 segundos a una temperatura de 38.5 °C. Los valores de
28.33%% y 25.00%? corresponden a los porcentajes promedios del semen de los toros

JTRM y VTRM respectivamente, sin presentar diferencia estadistica.
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Figura 1. Evaluacion de motilidad individual post descongelacion.

3.2.Capacidad fecundante in vitro

Este es el principal objetivo evaluado en la presente investigacion, el porcentaje promedio
de fertilidad del toro JTRM es de 56.48%?2, mientras que del toro VTRM el promedio es
de 40.74%P°, se evalud 48 horas post cultivo in vitro y contando los cigotos que
presentaban 3 o mas células. Para este objetivo la diferencia porcentual es de 15.74% y

encontrando diferencia estadistica.

Porcentaje

123456 7 8 9101112131415161718192021222324
Repeticion

—e=T0r0 JTRM =e=Toro VTRM

Figura 2. Evaluacion de la capacidad fecundante.
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3.3.Produccion total de embriones

La produccidn total de embriones es la sumatoria de los embriones que llegaron hasta los
estadios de blastocisto inicial, blastocisto y blastocisto expandido, la figura 3 nos muestra
el nimero de embriones por repeticion de los dos toros. El porcentaje total de embriones
para el toro JTRM fue de 27.86%?2, mientras que para el toro VTRM fue de 23.86%",
encontrando una variacion porcentual del 4% y significando esto diferencia estadistica.

Todas las variables antes evaluadas fueron analizadas estadisticamente a un nivel de

significancia de (p<0.05)
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Figura 3. Evaluacion de la produccion total de embriones

3.3.1. Produccién de blastocistos iniciales

La figura 4 muestra los nimeros de embriones por repeticion que llegaron hasta el estadio
de blastocistos iniciales después de la fecundacion con promedios porcentuales de
21.31%? para el toro JTRM y 14.77%b para el toro VTRM. La diferencia porcentual para
esta variable es 6.54% encontrando diferencia estadistica significativa para esta variable.

24



8 7 7

6
4 3
2 22 2
2 o\l 1 11 ) 1 1
=== @==0

o, O/
\7\. (e} [}
123456 7 8 9101112131415161718192021222324
Repeticion

o

N° de blastocistos iniciales

—e=T0r0 JTRM =e=Toro VTRM

Figura 4. Evaluacion de produccion de blastocistos iniciales.

3.3.2. Produccién de blastocistos

El cultivo in vitro embrionario trata de simular, de manera artificial en la incubadora las
condiciones en las que se desarrolla un embrion preimplantacional desde el estadio de
cigoto hasta el estadio de blastocisto (Baez et al., 2010).

La media en porcentaje de blastocistos que lograron llegar hasta este estadio es de 5.73%?
y 7.95%? para los toros JTRM y VTRM respectivamente detallada en la figura 5 sin

encontrar diferencia estadistica para esta variable.
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Figura 5. Evaluacion de produccion de blastocistos.

3.3.3. Produccion de blastocistos expandidos
El valor promedio de la produccion de blastocistos expandidos que arrojaron las 24
repeticiones fue de 0.82%? para el toro JTRM, mientras que para el toro VTRM la media
fue de 1.13%? encontrando una diferencia porcentual del 0.31% y esto a la vez no
demuestra una diferencia significativa.
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Figura 6. Evaluacion de produccion de blastocistos expandidos

La tabla 2 muestra la media para cada variable estudiada; motilidad post descongelacion,
capacidad fecundante, porcentaje de embriones en los estadios de blastocistos iniciales,
blastocistos y blastocistos expandidos de las pruebas in vitro de los toros JTRM y VTRM

realizados en el laboratorio con su respectiva significancia.

Tabla 2: Resultados de significancia para todas las variables

Nombre  Motilidad Post Ovulos

del toro  Descongelacion  Fecundados Bi Bl Bx TE
%

JTRM 28.33 56.482 21312 573 0.82 27.862

VTRM 25.00 40.74° 14.77° 7.95 1.13 23.86°

Bi: blastocistos iniciales. Bl: blastocistos. Bx: blastocistos expandidos. TE: total de
embriones

Valores promedio + desviacion estandar

&b letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente

significativa
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IV. DISCUSION
Este trabajo busca encontrar o no, variabilidad estadistica significativa de la capacidad
fecundante o el porcentaje de fertilidad in vitro y la produccion de embriones con el semen

de dos bovinos clonados por biparticion embrionaria.

Tello (2017) reporta que la motilidad individual para toros de la raza Aberdeen Angus en
promedio es 32.91%. En esta investigacion los promedios de motilidad individual o
progresiva post descongelacion son de 28.33% y 25.00% para los toros JTRM y VTRM
respectivamente, valores que se aproximan a los encontrados por el mencionado autor.
Pero este es menor a los encontrados por Rubio et al., (2007) en su evaluacion de semen
de toros adultos (5-7 afos), quienes reportan una motilidad progresiva de 62,91 + 1,40 %,
por lo cual, la edad, podria ser un indicador de la baja motilidad individual encontrada en
esta investigacion debido a que los toros que se emplearon estaban en una edad de 3.5
afos, sin embargo estudios realizados demuestran que a una edad adulta esta motilidad
podria incrementarse, (Decuadro y Hansen 2000). Un factor importante en la produccion
seminal de un toro es el sistema de manejo y crianza en el que se encuentra, esto es
corroborado por Torrado et al., (2016) donde evaluaron la aptitud reproductiva potencial
del toro en sistemas extensivos y reportan una motilad progresiva de 57,26 + 16,03 %.
Cabe mencionar también que los toros de esta investigacion fueron criados y manejados
en un sistema extensivo. Sin embargo los resultados no son similares debido a que existen
otros factores que también influyen en la calidad seminal de los sementales (factores
ambientales, factores sanitarios, factores genéticos, etc.) y debido a que cada ejemplar asi
contenga similar o la misma informacién genética de otro ejemplar es capaz de expresar

sus caracteristicas reproductivas y otras, individualmente.

La produccion de embriones in vitro en bovinos tiene 3 pasos esenciales. En el primer
paso de maduracion in vitro aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros y
recuperado de los foliculos (profase 1) llegan a tener maduracion nuclear (metafase 11),
de alli cerca del 80% son fecundados luego de la inseminacion y desarrollan a dos células
(Rizos et al., 2002). Similares resultados son encontrados por Fernandez et al. (1999)
donde la tasa de fecundacion para la produccién de embriones in vitro fue de 74% con el
uso de semen de toros Bos indicus y Bos taurus. Esto es corroborado también por Medina
etal., (2002) quienes encontraron una fertilidad in vitro de 77,3% y 78,5% para diferentes

toros. Estos resultados difieren enormemente a los resultados obtenidos con el semen de
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los gemelos homocigotos Aberdeen Angus, quienes tuvieron en promedio porcentajes de
fertilidad in vitro de 56.48% el toro JTRM y 40.74% el toro VTRM, siendo esto un valor
muy variable ya que la fertilidad de los toros es diferente al utilizar semen congelado
tanto en campo como en la produccion de embriones in vitro (Watanabe et al., 1998).
Conjuntamente Puglisi et al., (2006) estudiando el comportamiento en la FIV de semen
provenientes de dos toros diferentes, reportan una menor tasa de fertilidad en uno de ellos
ya que cada animal es capaz de expresar sus caracteristicas fenotipicas y reproductivas
individualmente. Por otra parte Wilson et al., (2006) estudiaron el semen de diferentes
toros en FIV no obteniendo diferencias en la tasa de fertilidad, pero si en la produccion

de embriones.

El mejor indicador de eficiencia en produccion de embriones in vitro es la cantidad y
calidad de blastocistos producidos al dia 7 post fecundacion (Lonergan et al., 2006).
Segln Rizos et al., (2002) solo el 30 a 40% de los ovocitos iniciales tienen la capacidad
para llegar al estado de blastocistos. En esta investigacion los porcentajes de produccion
embrionaria estuvieron por debajo de los promedios 6ptimos de produccién (27.86% el
toro JTRM y 23.86% el toro VTRM) lo cual podria deberse a los bajos resultados de
motilidad individual que se obtuvieron de los toros antes mencionados en el estudio.
Bonilla et al., (2018) también encontraron resultados de produccidn de embriones in vitro
similares a los encontrados en esta investigacion de 22.2% con semen de toros Bos taurus.
Estos resultados también los presentan Medina et al., (2002) donde los valores de
produccion embrionaria fueron de 26,3% y 28,8% de dos toros diferentes, pero se
contradicen a los resultados de la investigacion de Palma et al., (2007) ellos encuentran
un porcentaje de produccion de blastocistos del 33,6%, Presicce et al., (2011) de 39.8%
y Dayan, A. (2001) 36.2%. Sin embargo, Urrego et al., (2008) muestra una tasa inferior
de embriones que los resultados encontrados en esta investigacion que van desde un 18 a
20%.
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V. CONCLUSIONES
La evaluacion de motilidad individual o progresiva post descongelacion de los dos toros

presenta porcentajes similares.

La fertilidad in vitro o capacidad fecundante fue mayor en un 15.74% a favor del toro
JTRM.

La mayor produccion total de embriones en los estadios de blastocistos iniciales (Bi),
blastocistos (BI) y blastocistos expandidos (Bx) se obtuvo con el uso del semen del toro
JTRM (27.86%).

Adicionalmente se puede concluir que la expresion genética de ambos toros, es decir su
fenotipo, en la produccion de embriones in vitro, difieren estadisticamente y, a pesar de
tener el toro JTRM una ventaja frente al toro VTRM en la fertilidad y la produccion de
embriones no seria conveniente el uso del semen de estos toros para la produccion de
embriones FIV, debido a que no alcanzaron los valores promedio aceptables que van
desde un 30% a un 40% de embriones del total de ovocitos iniciales que se maduran. Sin

embargo existen otras biotecnologias para aprovechar la genética de estos animales.
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VI.

RECOMENDACIONES
Cuando se pretende realizar este tipo de investigaciones con animales genéticamente
idénticos y para complementar y validar mejor este tipo de investigaciones, a futuro,
se recomienda realizar el secuenciamiento genémico del ADN de los animales con
el fin de determinar si existe o no diferencias en el ordenamiento del genoma de los

animales; y cuanto influyen estos resultados en su fenotipo.
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ANEXOS

Anexo 1: Resultados generales de la investigacion
Tabla 3: Resultados de las pruebas in vitro del toro JTRM

Nombre del . Ovulos a . Motilidad Post Ovulos
toro Repeticiones Madurar Ovulos Maduros Descongelaciéon % Fecundados Bi Bl Bx TE
JTRM 1 25 18 30 16 3 1 0 4
JTRM 2 25 18 30 9 1 1 0 2
JTRM 3 25 18 25 9 1 1 0 2
JTRM 4 25 18 25 11 2 1 0 3
JTRM 5 25 18 25 12 2 1 0 3
JTRM 6 25 18 30 6 2 0 0 2
JTRM 7 25 18 30 4 1 0 0 1
JTRM 8 25 18 15 7 1 1 0 2
JTRM 9 25 18 30 13 1 0 0 1
JTRM 10 25 18 30 13 4 0 0 4
JTRM 11 25 18 35 13 7 0 1 8
JTRM 12 25 18 35 9 1 1 0 2
JTRM 13 25 18 25 12 2 1 0 3
JTRM 14 25 18 30 6 2 0 0 2
JTRM 15 25 18 30 9 1 1 0 2
JTRM 16 25 18 15 7 1 1 0 2
JTRM 17 25 18 25 9 1 1 0 2
JTRM 18 25 18 30 16 3 1 0 4
JTRM 19 25 18 30 13 4 0 0 4
JTRM 20 25 18 25 11 2 1 0 3
JTRM 21 25 18 35 9 1 1 0 2
JTRM 22 25 18 35 13 7 0 1 8
JTRM 23 25 18 30 4 1 0 0 1
JTRM 24 25 18 30 13 1 0 0 1
Total 24 600 432 244 52 14 2 68
Promedio% 28.33 56.48 21.31 5.73 0.82 27.86

Bi: blastocistos iniciales. Bl: blastocistos. Bx: blastocistos expandidos. TE: total de embriones
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Tabla 4: Resultados de las pruebas in vitro del toro VTRM

Nombre del Repeticiones  Ovulos a Madurar ~ Ovulos Maduros Motilidad P,OSt Ovulos Bi Bl Bx TE
toro Descongelacion % Fecundados
VTRM 1 25 18 20 11 2 1 0 3
VTRM 2 25 18 20 5 1 0 0 1
VTRM 3 25 18 20 9 1 1 0 2
VTRM 4 25 18 20 9 1 1 0 2
VTRM 5 25 18 20 8 1 1 0 2
VTRM 6 25 18 20 5 1 0 0 1
VTRM 7 25 18 35 3 1 0 0 1
VTRM 8 25 18 35 2 0 0 0 0
VTRM 9 25 18 20 8 1 1 0 2
VTRM 10 25 18 20 3 0 0 0 0
VTRM 11 25 18 35 11 2 1 0 3
VTRM 12 25 18 35 14 2 1 1 4
VTRM 13 25 18 35 3 1 0 0 1
VTRM 14 25 18 20 8 1 1 0 2
VTRM 15 25 18 20 3 0 0 0 0
VTRM 16 25 18 20 11 2 1 0 3
VTRM 17 25 18 35 11 2 1 0 3
VTRM 18 25 18 35 2 0 0 0 0
VTRM 19 25 18 35 14 2 1 1 4
VTRM 20 25 18 20 9 1 1 0 2
VTRM 21 25 18 20 9 1 1 0 2
VTRM 22 25 18 20 5 1 0 0 1
VTRM 23 25 18 20 5 1 0 0 1
VTRM 24 25 18 20 8 1 1 0 2
Total 24 600 432 176 26 14 2 42
Promedio%o 25.00 40.74 1477 7.95 1.13 23.86

Bi: blastocistos iniciales. Bl: blastocistos. Bx: blastocistos expandidos. TE: total de embriones
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Anexo 2: Resultados estadisticos

Tabla 5: Pruebas de normalidad

Variables Nombre del _Shapiro-Wilk
toro Estadistico gl Sig.
Motilidad Post Descongelacion % :Ir-:J)rrg:]/ 82;2 gj 8888
N° de Ovulos Fecundados '-Il:grrg\J/ 83;3 ;i 85;
N° de Blastocistos Iniciales (Bi) :Ir-grrg\J/ 8?32 ;i 8888
N° de Blastocistos (BI) _'Ir'(())rrgi gggg gj 8888
N° de Blastocistos Expandidos (Bx) ‘ITSrrgi 8212 gj 8888
_ ToroJ 0.757 24 0.000
N° Total de Embriones Toro v 0.920 24 0.058

En la tabla 5 se observa que los valores de significancia para las variables de nimero de
6vulos fecundados es mayor a 0.05, por lo que se concluye que las variables sigue una
distribucion normal, mientras que las demas variables la significancia es menor a 0.05 y

por lo tanto no siguen una distribucion normal, a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 6: Estadisticas de grupo

Variable Nombre del N Media De_sv._ , Desv. Er_ror
toro Desviaciéon  promedio
N° de Toro JTRM 24 10.17 3.384 0.691
Ovulos
Fecundados Toro VTRM 24 7.33 3.667 0.749
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Tabla 7: Prueba de muestras independientes

Prueba de
ilésgfdna(ecjddee prueba t para la igualdad de medias
varianzas
95% de intérvalo de
E si t Gl Sig. Diferenciade Diferencia de confianza de la
g (bilateral) medias error estandar diferencia
Inferior Superior
Se asumen
varianzas  0.288 0.594 2.782 46 0.008 2.833 1.019 0.783 4.884
N° de Ovulos 'ﬂll:)ais
Fecundados asumen
varianzas 2.782  45.705 0.008 2.833 1.019 0.783 4.884
iguales
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Tabla 8: Prueba de Mann-Whitney

. Nombre del Rango Suma de
Variable :
toro promedio rangos
- _ ToroJTRM 24 27.83 668.00
Motilidad Post Descongelacion %
Toro VTIRM 24 21.17 508.00
N° de Blastocistos Iniciales (Bi) ToroJTRM 24 29.25 702.00
ToroVTIRM 24 19.75 474.00
N° de Blastocistos (BI) ToroJTRM 24 24.50 588.00
Toro VTIRM 24 24.50 588.00
N° de Blastocistos Expandidos (Bx) Toro JTRM 24 24.50 588.00
ToroVTIRM 24 24.50 588.00
N° Total de Embriones ToroJTRM 24 28.67 688.00
Toro VTIRM 24 20.33 488.00
Tabla 9: Estadisticos de prueba
Motilidad N° de N° de N d.e N° Total
i Post . R Blastocistos
Prueba estadistica Blastocistos Blastocistos . de
Descongel Iniciales (Bi) (8 Expandidos Embriones
acion % (Bx)
UdeMann- 0000 174000 288.000  288.000  188.000
Whitney
W de Wilcoxon 508.000 474.000 588.000 588.000 488.000
Z -1.710 -2.588 0.000 0.000 -2.137
S 0.087 0.010 1.000 1.000 0.033
asintotica(bilateral)
a. Variable de agrupacion: Tipo de toro
Tabla 10: Significancia
Variables Toro JTRM Toro VTRM
Motilidad post descongelacion % 27.832 21.172
N° de 6vulos fecundados 10.17+3.384% 7.33+3.667°
N° de blastocistos iniciales 29.252 19.75°
N° de blastocistos 24.52 24.52
N° de blastocistos expandidos 24.52 24.52
N° total de embriones 28.672 20.33°

Valores promedio + desviacidn estandar

ab |etras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativa
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Anexo 3: Panel fotogréafico

Figura 7. Recoleccién de ovarios de camal Figura 8. Transporte de ovarios al laboratorio

Figura 9. Aspiracion de los COCs Figura 10. Busqueda, seleccion y categorizacion de 6vulos
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Figura 11. Maduracién in vitro y CIV

Figura 13. Evaluacion seminal
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Figura 14. Fertilizacién in vitro



Figura 15. Ovulos maduros

Figura 19. Blastocisto expandido

RS
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Figura 18: Blastocisto




