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RESUMEN

En la actualidad se ha extendido el uso de técnicas de reproduccion asistida para
ganado bovino. Tal es el caso de la técnica FIV, que ha tenido gran crecimiento
a lo largo de los ultimos afios. En la actualidad se transfieren mas embriones FIV
gue por otras técnicas como la convencional. El termino Fecundacion In Vitro
(FIV), implica que esta se realiza en un laboratorio, involucrando el control de los
mecanismos de maduracion e interaccidon de los gametos femeninos y
masculinos en un ambiente artificial con el fin de producir embriones (Filipiak, Y.
y Larocca, C. 2010). A través de los afios se han tratado de estandarizar los
procesos por lo que se han diseminado a lo largo del mundo. En este trabajo se
evaluo un laboratorio donde se lleva a cabo el proceso FIV en el estado de

Tamaulipas en México.

Se realizaron 967 aspiraciones en el lapso aproximado de un afio, donde 546
donadoras son las que sufrieron la OPU. Donde en promedio cada donadora es
sometida a 1.7 aspiraciones en ese lapso. Con estos datos se evalu6 cada etapa
de la Fertilizacién In Vitro, la viabilidad de la MIV, a través de la FIV, en la etapa
de CIV y la clasificacién para la criopreservacion. Donde en promedio por OPU
realizada el 51.58% de los COCs obtenidos son viables para seguir avanzando
a la siguiente etapa. Normalmente en la etapa de MIV y FIV no disminucion en
ovocitos viables. Una vez en la etapa de CIV se ve afectado la calidad y viabilidad
de los ovocitos que estan desarrollandose. Existe una disminucion considerable
en el dia 3 de la CIV, por lo que el reto es encontrar algin medio nuevo que

favorezca un mejor desarrollo de los embriones.




En la actualidad la FIV en México se ocupa para animales de alto valor genético
y se propaga rapidamente por lo que en su mayoria el destino final de los
embriones producidos por la técnica FIV se vitrifica siendo resguardados para su

uso posterior.

'



INTRODUCCION

En la actualidad las técnicas de laboratorio para la obtencién de embriones de
ganado bovino cada vez son mas utilizadas, lo que se busca es incrementar la
produccion de embriones bovinos de animales superiores genéticamente, esto
se consigue a través de diferentes métodos, ya que naturalmente la vaca puede
tener solo 1 cria al afio, ademas de que la mayoria de los foliculos no fertilizados
se atresian, independientemente de la fase del ciclo estral que se encuentra
(Rodgers y col., 1998); con esto se maximiza la diseminacién de la genética con
la obtencion de foliculos viables para ser fertilizados. Se menciona que la hembra
bovina puede tener un aproximado de 75 mil oocitos en cada ovario (Gonella
Diaza AM et al, 2013). Esto dio hincapié a establecer y estandarizar técnicas

para incrementar el nUmero de crias de vacas sobresalientes genéticamente.

Las técnicas para la produccion de embriones se han desarrollado desde hace
muchos afios, son dos diferentes tipos de produccion: In vivo (MOET) e In vitro

(FIV).

Cuando se empezaron a estandarizar las técnicas, entré la duda sobre lo que
pasaba con las enfermedades reproductivas o transmisibles entre madre a cria,
por lo que se han desarrollado diversos estudios que demuestran que las
enfermedades reproductivas no se transmiten al menos por embriones
producidos in vivo. Lastimosamente para los embriones producidos in vitro no es
asi, ya que la zona pelacida difiere entre los embriones producidos in vivo, lo que
significa que es mas probable la diseminacion de enfermedades, por lo que para

la movilizacion internacional de embriones in vitro se deben revisar los protocolos




a fondo para evitar diseminaciones de enfermedades en hatos libres o paises en

los que no existen ciertas enfermedades.

Aun asi, se han dividido las enfermedades segun el posible riesgo que tenga
para infectar los embriones. La categoria 1 son las enfermedades que no
presentan riesgo siempre y cuando la recoleccion y transferencia se realice de
manera adecuada. Las enfermedades de la categoria 1 son la Leucosis bovina
enzootica, Fiebre aftosa, Lengua azul, Brucella abortus, Rinotraqueitis infecciosa
bovina y Encefalopatia espongiforme bovina. Las categorias siguientes, no
cuentan con tanta investigacién como las del grupo 1, sin embargo, aun asi,
ninguna de las enfermedades se ha presentado como consecuencia de la
transferencia de embriones in vivo (Mapletoft, R.J., 2013). Todo esto da hincapié
a realizar cada vez mas la movilizacion de embriones a animales en pie ya que

es mucho mas sencillo y econémico que transportar animales vivos.

Se explicaran brevemente las técnicas, asi como sus ventajas y desventajas.

MOET, produccion de embriones in vivo, multiovulacion y transferencia de

embriones

Desarrollada a principios de los afios 70’s, la técnica estd basada en la
recoleccion del maximo de ovocitos fecundados obtenidos por medio de la
superovulacion de la vaca donadora. Esto se realiza por medio de hormonas
exdgenas, una vez los ovocitos fecundados tengan entré 6 a 7 dias son

recolectados para ser transferidos en fresco o criopreservados por curva lenta.

Las técnicas para la recoleccién y la transferencia de embriones se han visto
modificadas, ya que en sus inicios se realizaban a través de técnicas quirdrgicas

(Colazo and Mapletoft, 2013), en la actualidad es de manera transrectal lo que




lo hace mas sencillo y facil de replicar. Gracias a esto se han masificado este

tipo de biotecnologias.

Existen diferencias y ventajas entre las dos técnicas las cuales se procederan a

mencionar.
Ventajas e inconvenientes de la MOET vs la FIV

Entre las mayores desventajas de la MOET se encuentran que las hembras
necesitan tener una edad minima para el inicio de los tratamientos, puede
presentarse una nula o decremento a la respuesta de las hembras (tras multiples
tratamientos) a la superovulacion, la necesidad de fijar periodos de descanso

cada dos tratamientos de superovulacion.

Las mayores ventajas de la FIV se concentran a que se pueden obtener mayor
namero de crias a comparacion de cualquier otra técnica durante el mismo lapso
de tiempo y que no es necesario tener una hembra vacia o después de la
pubertad (se pueden realizar en hembras jovenes o prefiadas durante los

primeros 3 meses de gestacion) (Galli et al., 2001).

Ademas de que no es imprescindible el uso de tratamientos hormonales en la
FIV, aunque existe un gran porcentaje que lo realiza. Existen diferentes estudios
gue demuestran que la superestimulacién ovarica afecta a la calidad de los

embriones recogidos (Machaty et al., 2012).

A pesar de sus supuestas ventajas de la FIV sobre la MOET, el porcentaje es
desfavorable para el porcentaje de prefiez, los embriones vitrificados tienen
alrededor del 43 % de tasa de prefiez a comparacion de un 50% de embriones

congelados por curva lenta producidos por MOET (Colazo and Mapletoft, 2013).




# ovocitos/

Total, ovocitos Embriones
Recolecciones .
recolectados recoleccién viables
Total 31,803 365,634 11.5 6.5
% 100% 56%

Transferidos

en fresco

58,458

28%

Criopreservados

146,987

72 %

Cuadro 1. Numero de embriones transferidos y congelados por medio

convencional (in vivo) 2018 en Estados Unidos (AETE, 2019).

A lo largo de los afios se han modificado las estadisticas sobre la produccion de

embriones, en 2011 en Europa se realizaron 23,480 lavados uterinos de los

cuales se obtuvieron 192,418 embriones. Donde el 93% de estos embriones

fueron recolectados a través de MOET (AETE, 2012).

En la actualidad (2018) los porcentajes se han invertido ya que ahora los

embriones producidos in vitro representan al 62 % de todos los embriones

producidos en Estados Unidos.

In vivo In vit
Con Con
Fre Fres
gela Total gela
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do do

To

tal | 58,458 | 99,698 | 158,156 | 180,081 | 80,112

% 37 % 63% 38 % 69 % 31 %

ro

Total

260,193

62 %

Fresco

238,539

57 %

Total

Cong
Total
elado

179,810 | 418,349

43 % 100 %




Cuadro 2. Niumero de embriones producidos en Estados Unidos y la

comparativa de su destino, 2018 (AETE, 2019).

Situacion actual de la transferencia de embriones.

El incremento en la produccion de descendencia con respecto a 1
ternero/vaca/afio de la IA, seria de 20-25 terneros/vaca/afio con MOET y 80-100

terneros/vaca/afio con OPU/FIV (Wagtendonk-deLeeuw, 2005).

Entre las desventajas de la OPU/FIV se encuentran una mayor complejidad en
la técnica que conlleva tener mayor experiencia por parte del manejador, asi
como la necesidad de equipo especializado con precios elevados. Lo que da

como resultado costos mas elevados que MOET por ternero (Martinez, 2007).

Se espera que la técnica FIV llegué a tener tanta influencia en la industria de la
cria animal como la propia IA, ya sea ganado de leche o carne con los siguientes
objetivos: seleccion genética, cruzamientos y mejora de la fertilidad en los

rebafos (Martinez, 2007).

En la actualidad otra técnica que se esta usando es la divisibn embrionaria con
o sin determinacion del sexo, entre el equipo que se necesita es un
micromanipulador que tenga la capacidad de cortar el embrién. El proceso se
realiza con la intencion de obtener 2 embriones a partir de uno. Los mejores
resultados se obtienen cuando los embriones divididos son transferidos en
fresco, llegando a obtener la misma cantidad de gestaciones que el mismo

namero de embriones de inicio (Martinez, 2007).

Esta técnica no tiene un gran auge debido a que al realizar manipulacion del

embrién se ve afectada la zona pellcida provocando que sea mas sensible a la




contaminacion frente a bacterias, virus o algun otro agente infeccioso creando
asi restricciones para su transporte o movilizacion. Esto sin contar la disminucién
de la fertilidad de los embriones por lo que no recomienda congelar (Martinez,

2007).

Actualidad de la FIV.

Referente a la Aspiracion folicular en 2012, en Europa se realizaron 4,975 OPUSs,
donde se recuperaron 37,884 oocitos de los cuales se obtuvieron 7,978
embriones trasferibles. Dando como resultado a 2.2 embriones transferibles por

OPU (Colazo and Mapletoft, 2013).

En la actualidad estos valores ya se modificaron y aumentaron

considerablemente.

Total

Sin FSH | Con FSH Total Promedio carne
Total
de 58,304 50,523 108,827 24,022
OPUs
Total
oocitos

916,558 | 916,558 1,862,982 530,564
recupe
rados
Oocito
S por 15.7 18.7 17.1 22.1
OPU




Cuadro 3. Numero de OPUs realizadas en laboratorios FIV en Estados

Unidos, realizadas con preparacion de FSH o sin ella, 2018 (AETE, 2019).

De estos datos solo tomaremos las realizadas en ganado de carne, ya que

nuestra comparacion se realiza con ganado carnico y sus cruzas.

Eficiencia FIV en ganado de carne NUmero de COC’s %
Oocitos recolectados por OPU 221 100 %
Oaocitos fertilizados por OPU 20.3 91.9 %
Embriones viables por OPU 34 %
Embriones viables por oocitos 6.9
31%

recolectados

Embriones criopreservados 4.7 21.3%

Cuadro 4. Eficiencia de embriones producidos por FIV en Estados Unidos,

2018 (AETE, 2019).

Se ha observado gue la eficiencia de los embriones bovinos, cultivados in vitro
presentan bajos porcentajes alin menores a la técnica MOET, los problemas se
han identificado en las etapas después de la maduracion y la fertilizacién de los
ovocitos, pudiendo pensar a condiciones no Optimas de los cultivos o a la
reduccion del desarrollo de competencia de los ovocitos madurados (Fernandez,

Diaz and Mufioz, 2007).

Produccién de embriones in vitro

Las técnicas de MIV y FIV en bovinos se empezaron a utilizar al final de la década

de los setenta, registrandose el primer nacimiento a principios de los afios




ochenta (Brackett et al., 1982). Incluso antes de esto hubo nacimientos de

conejos a través de FIV.

El término Fecundacion In Vitro (FIV), implica que esta se realiza en un
laboratorio, involucrando el control de los mecanismos de maduracion e
interaccion de los gametos femeninos y masculinos en un ambiente artificial con

el fin de producir embriones. (Filipiak, Y.y Larocca, C. 2010).
La FIV es un proceso que se lleva a cabo en diferentes etapas, las cuales son:

1. Recuperacion y clasificacion de los complejos cumulus ovocitos (COC)
obtenidos de los ovarios por medio de la técnica de ovario puncion con

aguja fina (OPU) de ejemplares vivos con alto valor genético.
2. Maduracion de los COC
3. Fertilizacion
4. Cultivo y desarrollo de los cigotos.

Los embriones resultados de este proceso tienen diferentes destinos, ya sea la

transferencia en fresco o la congelacion ya sea por Curva Lenta o la Vitrificacion.
Aspiracion de los ovocitos.

Como primer paso, la Ovario Puncion con aguja fina (OPU) es una aspiracion de
ovocitos realizada por una bomba de vacio que se realiza directamente de los
foliculos, todo esto es guiado por ultrasonografia. Donde se obtienen los ovocitos
gue estan recubiertos de células del cumulus oophorus (cumulus), también
denominados Complejos Cumulos Ovocito (COC) recuperados de foliculos de

tamafio medio y grande (<5 mm) (Fair y col., 1995; Hyttel y col., 1997).




En los bovinos los oocitos dentro de los foliculos tienen un proceso de
crecimiento lento, que llega a tardar hasta 6 meses (Camargo et al., 2006).
Durante su crecimiento ocurre la competencia meidtica donde acumulan
enzimas, RNA y proteinas que intervienen en los procesos de maduracion,
fertilizacion y desarrollo embrionario que debera de llevar el oocito para obtener
un embridon viable. Por lo que son incapaces de realizar procesos de
transcripcion de DNA, lo que significa que es conveniente usar oocitos de un
tamafo de 5 mm o mayor para obtener mejores tasas de MIV (Gonella Diaza AM
et al, 2013). Dejando de lado el uso de foliculos menores a 2 mm ya que no son
competentes para reiniciar la meiosis y los mayores de 8 mm pueden presentar
atresia. Aunque (Rodgers y col., 1998) menciona que el tamafio del foliculo no
es la mejor indicacién de su estado de desarrollo, lo que supone una mayor
limitante en la seleccion de foliculos para su cultivo. Finalmente, el nimero de
COCs que se logra recuperar depende de la habilidad del técnico y de la propia
donadora. (Filipiak, Y. y Larocca, C. 2010). Sin embargo, refleja una evidente
relacion entre el tamafio de los oocitos con la calidad y su futuro éxito en los

procesos in vitro (Sirard, 2011).

Los ovocitos aspirados junto al liquido folicular se recolectan en tubos estériles
para después proceder al lavado y filtrado de los ovocitos, para posterior realizar
la clasificacién de los COCs se hace por medio de la morfologia de las células
del camulus oophorus y las caracteristicas del ovoplasma (Hosoe y Shioya,

1997).




Clasificacion de los COCs:

Clasificacion Calidad Caracteristicas a evaluar.

Completamente rodeado por mas de 3 capas
A BUENO de células del cimulus y citoplasma

homogéneo.

Rodeado parcialmente por células del cimulus

B REGULAR
0 con citoplasma irregular.
C MALO Desnudo.
Rodeado por fibrina (con aspecto de tela de
D DEGENERADO

arafia).

Cuadro 5. Clasificacion de COCs (Liebfried I. y First N. L., 1979; Sato E. y

col., 1990)

Otros autores mencionan que incluso los ovocitos desnudos pueden llegar a
tener un desarrollo normal, siendo considerados como “malos” en muchas

clasificaciones. (Dominico y First, 1991).

El nimero de capas de la granulosa en los COCs estad correlacionado al
desarrollo de embriones producidos In Vitro, de acuerdo a (Palmay col., 1996)
presentan hasta un 18% de desarrollo los embriones con mas de 6 capas de
células de la granulosa tras cumplir el dia 7 de cultivo a comparaciéon del 4%

presentado en los ovocitos con 4 a 6 capas de células de la granulosa.

(Fernandez, Diaz and Mufioz, 2007) menciona que se puede obtener alrededor

del 76.9% de eficiencia al fertilizar COCs con 2 a 6 capas de células del camulus




y alrededor de un 39.4 % de division celular. Siendo muy importante asi la buena

clasificacion de los ovocitos a trabajar.

Maduracion de los ovocitos.

Bajo las condiciones In vivo, los oocitos reinician la meiosis luego del pico
ovulatorio de LH (Goncgalves, et al., 2001) lo que da paso a la maduracion del
oocito, este proceso puede durar entre 18 a 22 horas y va desde la profase
meidtica de la primera division hasta la metafase Il (segunda division). Posterior
a la maduracion, la metafase Il se mantiene hasta la fecundacién (Gonella Diaza

AM et al, 2013). Esto es lo que buscamos lograr in vitro en esta etapa.

Por lo que, una vez obtenidos los ovocitos, In Vivo sufre cambios bioquimicos y
metabdlicos donde las gonadotropinas participan activamente en el desarrollo y
maduracion de los ovocitos (Palma y col., 2018). Por lo que se ha generalizado
el uso de gonadotropinas bovinas u otras especies en los medios de maduracion.
Donde los medios buscan estandarizarse para lograr la maduracion de los

COCs.

Por lo que son indispensables los medios de cultivo, la forma mas comdn de

clasificarlos es la siguiente:

Medios Indefinidos: Estos contienen suero fetal bovino (SFB) o co-cultivo con

células somaticas.

El suero fetal bovino aunque proporciona excelentes nutrientes, inhibe las
divisiones celulares tempranas, y acelera el desarrollo de estadios mas

avanzados (Wrenzycki et al., 2004) esto sin olvidar que puede contaminar el




medio de cultivo con factores embriotoxicos (Goncalves, et al., 2001) y reduce la
supervivencia embrionaria tras la criopreservacion por un exceso de lipidos

citoplasmaticos.

El co-cultivo con células somaticas ayudan a remover radicales libres del medio
ClIV, pero se incrementa la variabilidad de resultados a las técnicas in vitro

(Gonella Diaza AM et al, 2013).

Medios semidefinidos: Se reemplaza el SFB o los co-cultivos por albumina
sérica bovina (BSA). Se realiza esté cambio, creyendo que la albimina brinda la
nutricion al embrion durante su desarrollo post-compactacion (Camargo et al.,
2006). Obteniendo como resultado mejores tasas a la criopreservacion que SFB,

sin embargo no excluye de posibles contaminantes durante el proceso MIV.

Medios definidos: Son medios sin proteinas, se reemplazaron por
macromoléculas tales como el polivinil alcohol y polivinilpirrolidona. Se eliminan
asi los efectos nocivos de los otros medios, pero las tasas de embriones
transferibles son menores en comparacion a los indefinidos o semidefinidos

(Camargo et al., 2006).

En general, los medios se clasifican asi, pero es cuestion del laboratorio escoger
o modificar los medios para obtener los resultados esperados. Teniendo en
cuenta que la osmolaridad, la suplementacion proteica, asi como la
suplementacion hormonal son igual de indispensables para el desarrollo de los
ovocitos. La suplementacion hormonal se basa en las hormonas gonadotropinas
LH y FSH

ya sea una o la combinacion de ambas, presente en la mayoria de los protocolos




de maduracion in vitro. Ya que la presencia del pico de LH tiene un efecto positivo

en el desarrollo de embriones (Palma y col., 1997).

La adicién de SFB (Suero Fetal Bovino) al medio de MIV ha sido sugerida como
un requisito para alcanzar una Optima expansion del cumulus y la maduracién

del oocito.

Otros factores relacionados con el ambiente de cultivo celular deben ser
considerados como fundamentales para el desarrollo embrionario. Para esto, es
necesaria una incubadora que mantenga una atmosfera gaseosa y temperatura
constantes. Generalmente la MIV de oocitos bovinos es realizada a 39°C por 22
a 24 horas en atmosfera de 5% de CO2 (Gordon, 1994; Oyamada & Fukui, 2004;

Bermejo-Alvarez et al., 2010).

Fecundacién in vitro

Técnica también conocida como inseminacion, es el procedimiento en el cual los
ovocitos maduros son cultivados junto a espermatozoides capacitados para
poder ser fecundados. Los espermatozoides para alcanzar su capacidad
fecundante deben ser sometidos a una preparacién in vitro y con esto
desencadenar la reaccion cromosémica (RA) (Palma y col., 2018). La
preparacion del esperma debe ser simple, rapida, de bajo costo, controlando la

concentracion y el volumen final de la suspension espermatica.

Se debe tener un ambiente apto para la capacitacibn espermatica y la
fecundacion, para esto el medio mas usado es el FERT®, que contiene heparina.

El co-cultivo es realizado por un periodo de 18 a 22 horas, a 39 grados C, a una




atmosfera de 5% de CO2 (Palma, 2001). De manera In vitro, la heparina es el

glucosaminoglicano mas utilizado para capacitar los espermatozoides bovinos.

La capacitacion espermatica (CE) es cuando los espermatozoides adquieren la
capacidad para fecundar in vivo tras ser depositados en el tracto genital femenino
y durante la migracion espermatica, en la presencia de calcio extracelular se
logra la unién a la zona pellcida del oocito para la reaccién acrosémica (Gonella
Diaza AM et al, 2013). Existe interaccion con los “factores capacitantes”, que
depende del ciclo estral y la regulacion hormonal (Bedford 1970, Brackett y

Server, 1970).

El espermatozoide debe atravesar la zona pellcida, por acciones enzimaticas y
mecanicas (reaccion acrosémica). Posterior a eso el oocito se fusiona con el
espermatozoide, ocurre al contacto entre el segmento ecuatorial del
espermatozoide y la membrana plasmatica del oocito. Dando como resultado la
despolarizacion de la membrana plasmatica, aumento de las oscilaciones
intracelulares de calcio, exocitosis de los granulos corticales, aumento del pH
intracelular y la sintesis proteica. Tras atravesar el espermatozoide la membrana
plasmatica del oocito se lleva a cabo una despolarizacién de la membrana, este
proceso se conoce como bloquea vitelinico (Goncalves, et al., 2001) lo que

impide la polispermia.

Cultivo in vitro

Una vez finalizada la etapa de fertilizacion, se debe proceder a lavar en medio

de cultivo los ovocitos para retirar el cimulus, terminado esto se ponen en gotas




de medio con aceite mineral y se introducen a la incubadora o estufa por 7 dias

(Filipiak, Y.y Larocca, C. 2010).

Los medios CIV deben cumplir con las mismas condiciones que el Gtero. Se han
usado aminoacidos para favorecer las condiciones de los oocitos, esto se ha
visto beneficiado por un mayor desarrollo embrionario, sin embargo aumenta la
concentracion de amonio por lo que se deberia reemplazar el medio cada 3 dias
(Takahashi & First, 1992). Asi mismo, se ha descubierto que la glucosa mas alla
de los posibles beneficios que pueda brindar, como lo es la energia, durante el
desarrollo aumenta la produccion de radicales libre intracelulares siendo
perjudicial por lo que se ha optado por el piruvato y el lactato para la formulacion

de los medios CIV (Camargo et al., 2006).

Es necesario mantener buenas condiciones de oxigeno, ya que en la mayoria de
los mamiferos los embriones se encuentran en el tracto reproductivo a una
concentracion entre 3.5 a 8%, por lo que es indispensable tenerla estandarizada
para obtener buenos resultados. Se ha demostrado que una concentracion
menor de 5% existe un incremento en la division celular, asi como una mejor
tasa de produccion de embriones, a comparacién de una concentracion superior

gue produce una mayor cantidad de radicales libres. (Camargo et al., 2006).

Las condiciones de la incubadora son a 38°C, con 5% CO2, las cuales deben
permanecer asi durante toda la maduracion. Una vez dentro de la incubadora se
hara la revision del desarrollo celular, el dia 3, el 6 y el 7. Con la finalidad de
evaluar y verificar que los oocitos tengan un desarrollo normal durante el periodo
de desarrollo a blastocisto, recordando que en las fases iniciales la division es

asincrona por lo que no todos los blastomeros se dividen simultaneamente, por




lo que es comun ver embriones con un numero impar de células (Latham et al.,
2002). Una vez terminado el periodo de tiempo obtendremos los embriones

viables y los degenerados.

Transcurrido este proceso se debe evaluar los embriones de manera cuantitativa
y cualitativa. La primera forma evalla en relacion al nimero de embriones que
alcanzan diferentes estadios de desarrollo sobre el numero de ovocitos
cultivados para la maduracién o que presentaron division el dia O (1 dia después
de la fecundacion) presentado en porcentaje. En este trabajo es lo que se
evaluara. La segunda forma, se refiere a la calidad de los ovocitos utilizados
junto a los espermatozoides, la técnica realizada, el material e incluso hasta el

trabajo del operador (Palmay col., 1997).

Eficiencia de la produccion in vitro de

embriones bovinos en gran escala
(Adaptado de Palma, 2018)

79%

Divididos Mdrula/Blastocisto (d7) Blastocisto (d9) Blastocisto protuido
(d13)

Figura 1. Eficiencia de la produccion in vitro de embriones bovinos a gran

escala (Adaptado de Palma, 2018).




La tasa de prefiez no se puede predecir basado en la viabilidad de los embriones
(Overstém, 1996). Esto depende de infinidad de factores que incluyen desde el
momento que se manipulan los embriones hasta después de realizar la
transferencia. Por ejemplo, la técnica de congelamiento, medios de
conservacion, técnicas de descongelamiento o incluso la técnica de

transferencia, sin mencionar otros.

Congelamiento

Los embriones viables se recolectan y se preparan para su uso en fresco o para

su congelacion. Los métodos utilizados son el de Vitrificacion y Curva lenta.

Se ha descrito mayor viabilidad en embriones vitrificados al descongelarlos
comparados con los embriones congelados y descongelados por curva lenta (Gil

Magania, et al. 2011) & (Nedambale et al. 2004).

Donde la tasa de eclosién a las 72 horas post calentamiento de los embriones
vitrificados fue significativamente més alta que la de los congelados por curva
lenta con una tasa de eclosion de 60% y 31% respectivamente (Nedambale et

al. 2004).

Transferencia de embriones

Tras el proceso de transferencia de los embriones, su probable pre implantacion
depende del medio endocrino de la receptora, ya que las sefiales endocrinas

influyen en la competencia del embrion. Tal como lo hace el Factor de




crecimiento similar a la insulina (IGF1) que puede incrementar la proporcion de
embriones no implantados que se convertiran en blastocistos (Moreira et al.,
2002; Sirisathien et al., 2003). Sin olvidar que ayuda a mejorar la resistencia de
los embriones al choque térmico y al estrés oxidativo entre los dias 4 al 6 (Jousan

y Hansen, 2004, 2007).

La tasa de gestacion post transferencia en B. Indicus es baja (37-41%) mientras

gue la tasa de B. taurus es mayor (60-72%) (Rao, Umamahesh, & Rao, 2010)




MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en la UGRT (Unién Ganadera Regional de Tamaulipas) que
se ubica en la carretera Ciudad Victoria - Soto la Marina km. 13, Tamaulipas con
coordenadas (23.723187, -99.005970). Dentro de ella se encuentra el Centro de
Desarrollo de Capacidad Productiva y Mejoramiento Genético donde se llevo a
cabo diferentes biotecnologias reproductivas en ganado del estado de
Tamaulipas. Entre ellas estad la recoleccion y congelacion de semen para
produccion de pajillas, produccién de embriones por medio de la FIV,

inseminacién, manejo reproductivo y asesoria.

Se hard una evaluacién estadistica retrospectiva sobre la eficiencia que
presentan durante el proceso de la FIV. Por lo que se recolectaron datos del
periodo marzo del 2018 a noviembre del 2019, en donde realizaron el proceso
de aspiracion folicular (ovario puncion) para llevar a cabo Fertilizaciéon In Vitro
(FIV) en ganado bovino Bos taurus, Bos indicus, y razas sintéticas (Taurus-

indicus).

La FIV dentro de las instalaciones se efectla en varias etapas, y asi se realiza:

1) OPU. La ovario puncién es el proceso mediante el cual se recuperay clasifican

los complejos cumulus ovocitos (COC) de los ovarios.

Al comenzar las donadoras son lavadas y se les aplica un bloqueo epidural, asi
como la aplicacion de un tranquilizante. Posterior a esto se realiza la aspiracion
folicular con la ayuda de un ecografo con una sonda con un brazo que lleva un

catéter y se guia por palpacion rectal con ayuda del mandril marca WTA® con




agujas especiales y bomba de vacio, se aspiran foliculos de tamafio mediano y

grande (>5 mm).

Se obtiene el COC en un tubo cénico para centrifuga 50 ml con DPBS a 36

grados, se rotula y pasa al laboratorio.

2) MIV. Maduracion in vitro de los COC. Este procedimiento lo hacen los técnicos
gue se encargan de recibir el aspirado folicular y realizan un lavado con medio
Flush®. Después se realiza la clasificacion del contenido celular en un

microscopio estereoscopico con placas térmicas en el mismo medio.

Una vez que se han seleccionado los viables se transfieren a una gota de 100

microlitros con medio de MIV marca WTA® y se colocan en la incubadora.

La incubadora con las siguientes condiciones 6% CO2, 5% 02, 89% N2 a 38.
grados centigrados a una presion de 15 mmHg por un lapso de 22-26 horas

promedio.

El protocolo de MIV comienza con el mismo nimero de ovocitos viables de la
clasificacion que se lleva a cabo después de la OPU. Se lleva a cabo el dia 1 el
cual es el mismo dia que la OPU, en el dia 2 se lleva a cabo la fertilizacion In
Vitro. Iniciando el dia 2, se hace una revision y si las condiciones de la MIV fueron
las correctas deberia de quedar el mismo nimero de ovocitos viables que al
comienzo de la MIV; si hubiera un cambio se reajustan los valores. Pero al ser
Muy pocos casos no se alteraron los porcentajes entre el final de la MIV y el final

de la FIV por lo que no existe diferencia entre la viabilidad de MIV y FIV.

3) FIV. Fertilizacion in vitro de los ovocitos.

El semen se descongela en agua a temperatura de 36°C por 20 segundos.




Se centrifuga con medio Percol® 400 microlitros y medio Sperm® marca WTA®,
después se retira el remanente y se deja la pastilla en el criotubo, se agrega mas

medio para repetir la centrifugacion.

Se prepara el medio FIV 35 microlitros con aceite mineral 3500 microlitros, se
deja 30 min minutos en la placa térmica antes de pasarlos al medio preparado
los ovocitos se deben enjuagar en medio de FIV (3 gotas) evitando que lleven

consigo medio MIV.

Posteriormente se fecundan los ovocitos en las gotas con el semen. Una vez

listos entran a la incubadora de nuevo.

4) CIV. Cultivo in vitro donde se desarrollan los cigotos.

Se inicia lavando los ovocitos fertilizados en gotas de 70 microlitros de medio
CIV retirando el exceso de cumulus tras cada pase de gota a gota (hasta 4
ocasiones). Inmediatamente las células sin cimulus se ponen en placas con 500
microlitros de medio CIV y 400 microlitros de aceite mineral por los siguientes 7

dias. Se hace revision el dia 3, 6 y el 7 se clasifican.

Mo= mobrula

Bi= blastocisto inicial

Bl= blastocisto

Bx=Dblastocisto expandido

Bn= blastocisto no eclosionado

Be= blastocisto eclosionado.




La incubadora tiene condiciones adecuadas como 6% CO2, 5% 02, 89% N2 a

38 grados centigrados a una presion de 5 mmHg.

5) Obtencién de embriones viables para transferencia o congelacion.
Ubicacién geografica

Ciudad Victoria, Tamaulipas cuenta con un clima (ACw) Semicalido subhimedo
con lluvia de verano, con una temperatura promedio de 22 a 24 grados, con una
altitud 330 msnm, con una precipitacion anual promedio de 800 a 1100 mm,
cuenta con una vegetacion de matorral, pastizal, selva baja con predisposicion

para la produccién bovina.
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Figura 2. Mapa de Tamaulipas. (INEGI, 2018)

En Tamaulipas se encuentra al menos en 29% de superficie del territorio estatal
con un clima de Tropico seco, Que en el territorio mexicano el Trépico seco
puede representar alrededor del 23 % del territorio nacional. Siendo importante

para muchos ganaderos y profesionales de la salud animal.

Datos recolectados.

Dentro del periodo marzo del 2018 a noviembre del 2019 se aspiraron 546
donadoras de diferentes razas. Se codificé de la siguiente manera: 0=

Bos taurus, 1= Bos indicus y 2= Sintéticas.

La siguiente tabla muestra las abreviaciones de razas que se enlistan en las

tablas y gréficas.

GRUPO NUMERO DE
RAZA ABREVIATURA
GENETICO DONADORAS
Aberdeen
0 AA 4
Angus
0 Akaushi AK 3
0 Angus Rojo AR 11
0 Wagyu WG 1
0 Charolais CH 24
0 Hereford HF 4
0 Piedmontese PM 3
Suizo
0 SE 5
Europeo




1 Brahman BH 44

Brahman
1 BHR 2
Rojo
1 Gyr GYR 5
2 Beefmaster BM 214
2 Brangus BN 17
2 Brangus Rojo BR 199
2 Charbray CHB 2
Santa
2 SG 2
Gertrudis
2 Simbrah SH 3

Cruce entre 2
razas puras

TC 2

Cuadro 6. Abreviaturas de las razas del estudio clasificadas por grupo

genético.
GRUPO GENETICO # DONADORAS %
BOS TAURUS 55 10.07
BOS INDICUS 51 9.35
SINTETICAS 440 80.58

Cuadro 7. Presencia de cada grupo genético en los datos recolectados

marzo 2018 a noviembre 2019.




Podemos observar que hay un mayor niumero de razas sintéticas en las

instalaciones, esto se debe al clima predominante de la region.




RESULTADOS

OPU

De las donadoras al menos sufrieron 1 aspiracion durante el periodo
mencionado, una vez realizada la OPU se obtienen complejos cimulus ovocitos
(COC) clasificados viables. Que presenten los valores completos en los registros

en cuestion de los protocolos MIV, FIV y CIV.

Se realizaron 967 aspiraciones a partir de 546 donadoras con un promedio de

1.7 aspiraciones por donadora.

RAZAS CON MAYOR NUMERO
DE ASPIRACIONES

RAZA </ IDENTIFICACION +
MBH MBM MBN MBR MCH

Figura 3. Grafica de pastel donde se muestran las razas con mayor numero
de aspiraciones. 5 razas principales. 1. BRANGUS ROJO (359
aspiraciones), 2. BEEF MASTER (353 aspiraciones), 3. BRAHMAN (94
aspiraciones), 4. BRANGUS NEGRO (42 aspiraciones) y 5. CHAROLAIS (29

aspiraciones).




FRECUENCIA DE ASPIRACIONES.

A lo largo de la recoleccion de datos, un grupo de donadoras repitieron el
procedimiento de la OPU por lo que en el siguiente cuadro muestra el

porcentaje de donadoras lo hicieron.

REPETICIONES ASPIRACIONES %

PRIMERA 557 56.89

SEGUNDA 194 19.82

TERCERA 94 9.60

CUARTA 57 5.82

QUINTA 38 3.88

SEXTA 19 1.94

SEPTIMA 13 1.33

OCTAVA 5 0.51

NOVENA 2 0.20

DECIMA 0 0.00

TOTAL 979 100

Cuadro 8. Se enlistan las diferentes aspiraciones que se llevaron a cabo a
lo largo del periodo de marzo de 2018 a noviembre de 2019. Anexando el

porcentaje que representa las donadoras que repitieron aspiraciones.

Posterior a la OPU se realiz6 la clasificacion de todos los ovocitos recolectados,

se clasificaron segun los grados de viabilidad o si eran atrésicos.
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ATRESICO 664 3.16
DEGENERADO 1952 9.30
DESNUDO 4365 20.79
Gl 716 3.41
Gll 2467 11.75
Demas GlII 10827 51.58
TOTAL ASPIRADO 22717 100.00
VIABLES 15081 66.74

Cuadro 9. Clasificacién y porcentaje de los ovocitos aspirados tras el
proceso de OPU. Se obtuvo 66% de viables tras la aspiraciéon. Tomando

como viables GI. (Grado 1), Gll. (Grado 2) y Glll. (Grado 3).

En el siguiente cuadro se obtuvo la produccién promedio de ovocitos por grupo

genético.

OVOCITOS TOTALES/ GRUPO GENETICO

SINTETICO

BOS
INDICUS

BOS
TAURUS

0.00 10.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Figura 4. Promedio de ovocitos aspirados por OPU por grupo genético.




Posterior a esto se evalué por grupo genético el porcentaje de viabilidad por

aspiracion folicular.

% VIABILIDAD OVOCITOS
80.00
75.00
F0.00
B5.00
50.00
BOS TAURUS BOS INDICUS SINTETICO

Figura 5. Porcentaje de ovocitos viables aspirados de los 3 grupos

genéticos.

Posterior a la divisién por grupo genético se dividié por raza para determinar la

viabilidad por cada raza en especifico.




OVOCITOS TOTALES Vs VIABLES/ RAZA

15.00
16.00

TC

SH
GG  e—— 11.50

53.00

72.67

SE 39.80

1

57.40

HF 23.00

HF ‘_ 22.67
GYR |'—— 7.00

F1 17.00

CHB I 1 6.00

CH ———— .25

"WG I 2 5.00

BR ——— 7.00

BR I 0 3,414

BN 1 7. 04

BM 28.97

B | —_43.05

59.59

AR —— 16.00

AK — 5.00

33.00

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

alores.

= Promedio de VIABLES » Promedio de OVOCITOS ASPIRADOS

Figura 6. Produccion promedio de ovocitos comparado con los viables

clasificados por raza.

Se despliega la cantidad de ovocitos aspirados contra los ovocitos viables tras
realizar la clasificacion por los técnicos especializados. Donde se ve una
produccién superior de 20 ovocitos por OPU, datos que ya fueron confirmados
con los resultados anteriores. Se ve la raza Brangus Negro (BN) como la raza
que produce mas ovocitos/OPU seguida por la raza Simbrah (SH) con 78.82 y
72.67 ovocitos respectivamente. Sin embrago la raza Simbrah cuenta con una

cantidad mayor de ovocitos viables que la otra.




Posterior se realizé un analisis sobre la produccion de COCs viables para iniciar

el proceso de MIV a través de la repetitividad de las multiples OPUs, las

donadoras que superaron la segunda OPU tuvieron un incremento en la

produccion de COCs viables hasta llegar a un pico alcanzado en la sexta OPU.

Viabilidad MIV

34.17

Numero de
ovocitos viables.

3ra 4ta Sta bta

Namero de protocolo

=PIV

Figura 7. Muestra la viabilidad en porcentaje de los ovocitos de las

donadoras que repiten alo largo de 9 aspiraciones.

Para el protocolo CIV se evalué la viabilidad de toda la etapa, que dura alrededor

de 7 dias, se obtuvieron promedios de las bajas y de los embriones producidos

al final de todo el proceso.
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Figura 8. Se muestra el desarrollo de los grupos genéticos tras el protocolo

de CIV en embriones producidos hasta el dia 7.

La grafica muestra el desarrollo de cada grupo genético a lo largo de CIV donde
existe un decremento similar en los grupos genéticos hasta el dia 6, donde el
grupo de Bos indicus es sobresaliente con la sobrevivencia de los embriones
hasta el dia 7, donde se hara la clasificacion para obtener embriones viables

para congelacién y/o transferencia en fresco.

Sin embargo, en la clasificacion final para seleccionar los embriones para
criopreservacion los ovocitos producidos por Bos Indicus tienden a bajar su
porcentaje nuevamente, asi como lo muestra la figura 9 que de 12.74 ovocitos
viables que se obtienen solo 6.06 de esos son candidatos para la
criopreservacion. A comparacion con los otros dos grupos genéticos que de los
ovocitos obtenidos el dia 7 en promedio son los mismos que son aptos para

congelacion.
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BOS TAURUS BOS INDICUS SINTETICO

Figura 9. Se muestra el desempefio de los grupos genéticos tras el

protocolo de CIV en el dia 7 y los que estan aptos para criopreservar.

Se ve la diferencia entre el nimero de embriones obtenidos en el dia 7 de la CIV

en comparacion con los que se vitrifican.

En este trabajo no se evalu6 la viabilidad para transferencia en fresco si no con
las caracteristicas para llevar la criopreservacion, por lo que la siguiente figura
nos permite ver la eficiencia total de cada grupo genético desde el momento en
gue se realizé la OPU hasta el momento que se clasifican para escoger los

embriones disponibles para vitrificar.




EFICIENCIA PRODUCCION DE EMBRIONES EN
NUMERO DE CELULAS

cocC "VIABLES" EMBRIONES PARA
CONGELAR

——Bos taurus Bos indicus «- Sintético

Figura 10. Comparacion de la eficiencia por grupo genético para la
produccion de embriones viables tras todo el protocolo hasta antes de la

congelacion o transferencia.

La gréafica anterior muestra el total de células obtenidas tras la aspiracion, los
ovocitos clasificados como viables antes de empezar MIV y los embriones
viables para congelar tras todos los protocolos. Se muestra que Bos indicus es
superior en los total aspirados y viables pero menor en la eficiencia final con una
produccion de 6.06 embriones por aspiracion en comparacion con Bos taurus
con una produccion de 1.50 embriones viables y Sintético con una produccion

final de 4.35 embriones viables por aspiracion.

El destino final de los embriones obtenidos en el periodo de tiempo mencionado
fue 3, el predominante fue la vitrificacion con el 72.41% (1071 embriones), en

segundo lugar, se realizdé la transferencia en fresco con el 27.45% (406




embriones) y el tercer destino fue criopreservacion por curva lenta con el 0.14%

de los embriones (2 embriones).

Se procedio a realizar el analisis ANOVA comparando la viabilidad de los COCs

viables a lo largo de la CIV entre cada grupo genético

PORCENTAJE
GRUPO GENETICO |DIA 1 Dia 3 DIA 6 DIAT EMBRIONES VIABLES
BOS TAURUS 100.00 24 34 15.78 13.57 12 70|
BOS INDICUS 100.00 56.70 2325 63.08 2098
SINTETICO 100.00 41.00 29 04 23.90 23 92

Cuadro 10. Porcentajes de supervivencia o viabilidad de los diferentes

grupos genéticos a lo largo del protocolo CIV y la clasificacion de

embriones viables.

Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

DIA 3 30 100 0
DiA3 3 122.0480566 4068208555 251.8742005
DAG 3 Be.0r2ns2n 2269000509 44.17546061
DIAT 3 1005439827 3301466091 682311835
EMBRIONES VIABLES 3 £6.60326438 2220276148 7688776507
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados  Grados de fiberfad  Promedio de los cuadrados F Probabildad Valor crifico para F
Entre grupos 1256793074 4 3130482684 1473500517 0000338636 347804%91
Dentro de los grupos 2130408702 10 213.0408702
Total 14688 42944 14

Cuadro 11. ANOVA comparacion de la viabilidad durante la CIV y la

clasificacion de los embriones entre Bos taurus, Bos indicus y Sintético.

Con p=0.05 de error.
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GRUPO GENETICO |COC VIABLES PARAMIV|DIA1  [DIA3  [DIA6 |DIA7  |EMBRIONES VIABLES
BOS TAURUS 100.00 86.31| 6360 1548 10.04 8.63 8.08
BOS INDICUS 100.00 7314] 3384 19419 787 21.34 10.15
SINTETICO 100.00 85.51| 4863 1994 1412] 11.62 11.63

Cuadro 12. Porcentajes de viabilidad de los diferentes grupos genéticos a
lo largo de todo el protocolo desde la OPU hasta la obtencion de embriones

viables.

La viabilidad se evalué al inicio de todos los procesos a los que se sometieron
los COCs, en la etapa donde se ve una disminucion considerable es en la MIV
donde solo el 68.32 % (en promedio) de los COCs siguieron el proceso, después
de esa etapa fue disminuyendo el porcentaje de ovocitos viables donde se ven
diferencias especificas entre los grupos genéticos en la CIV. En Bos taurus
disminuyo de 66.60 % en la MIV, para bajar al dia 3 de la CIV a una viabilidad
del 15.48% hasta un 8.08 % de viables después de la CIV, los que se podrian
criopreservar. En Bos indicus de un 73.14% disminuy6 a un 19.19 % en el dia 3
de la CIV, parallegar a un 10.15 % final de viabilidad y por dltimo en las Sintéticas
de un 65.51 % disminuy6 a un 19.94 % en el dia 3 de la CIV para concluir con

un 11.63 % de viabilidad final.




Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
TOTAL DE CELULAS ASF 3 300 100 0
VIABLES PARA MV 3 204.964252 66.32141732 17.54779962
DA 1 3 146 06209 48 AB736333 2214617963
DiA3 3 b4p0ed42317 18.20214106 5687785866
DiAG 3 3202626049 1067508683 10.08137868
DiA7 3 4159223339 13.8640778 4419590975
EMBRIONES VIABLES 3 29 8564214 9952140468 318730839
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones  Suma de cuadrados  Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 22150.44383 6 3691.740639 8252427833 0.00000000032 2847725998
Dentro de los grupos £04 3239552 14 431659968
Total 2275476779 20

Cuadro 13. ANOVA comparacion de la produccion de células por

aspiracién, ovocitos viables y embriones viables entre Bos taurus, Bos

indicus y Sintético. Con p=0.05 de error.

Tras el analisis estadistico de ANOVA se compard entre grupos geneéticos y

existe diferencias estadisticas significativa al menos en un uno de los tres grupos

genéticos. No existe diferencia estadistica entre Bos indicus y Sintéticos con una

p=0.05520 superior a a=0.05 pero existe diferencia estadistica entre Bos taurus

y Sintético con una p=0.0191 inferior a a=0.05.

Entre Bos taurus y Bos indicus también existe diferencia estadistica significativa

con un valor de p=0.03257superior a a=0.05
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DISCUSION

OPU

Tras el analisis de los resultados se observo que tras cada OPU realizada a las
donadoras los resultados son inferiores, pero no se encuentran muy alejados del
promedio de Estados Unidos, sin embargo, no se consiguié una produccién tan
favorable de embriones para criopreservar y para obtener resultados mas
contundentes se necesitaria que la técnica sea puesta en practica mas de lo que
ya se hace hoy en dia. El lento crecimiento en el nimero de donadoras a las que
se les practica la técnica FIV se podria deber a diversos y contables factores por
lo que asociarlos a solo uno seria un error, por ejemplo puede influir desde los
altos costos de la técnica, la baja cantidad de embriones viables obtenidos, la
nula o poca disposicion de los ganaderos para probar nuevas tecnologias, falta
de profesionales altamente capacitados, la lejania de las donadoras a las
instalaciones o en su defecto deceso/venta de los animales de alta calidad

genética.

El procedimiento de la OPU tiene la ventaja de poderse realizar de manera
constante casi con el mismo resultado que la primera ocasién. Asi pudiendo
obtener mayor descendencia de una donadora superior antes de que se
presenten problemas de baja produccién de ovocitos o problemas de salud que

impidan obtener material genético de calidad de cierta hembra.

Por lo que se observo tras el analisis no todas las donadoras repitieron el
procedimiento de OPU mas de una ocasion (el 56.89% del total de las OPU), tan
solo el 19.82% repitid por segunda vez el protocolo. Conforme se hacian mas

repeticiones fue disminuyendo el porcentaje de las donadoras a las que se le




realizaba el protocolo de OPU, por lo que también teniamos menos donadoras a
las que se les habia realizado el protocolo FIV completo en mas de una ocasion.
Se observa del analisis que solo en el 0.20% de las donadoras llegé a realizarse
una novena aspiracion. Se observa un incremento constante en la producciéon de
ovocitos viables tras incrementar la repetitividad de las OPUs alcanzando un pico
promedio maximo de 34.17 COCs por donadora. Sin embargo, el promedio de
produccion de COCs viables a través de todas las OPUs realizadas es de 27.11
COCs, esto significa una sobreproduccion del 25.93% al alcanzar la sexta OPU.
Después de la sexta aspiracion el numero de ovocitos promedio fue

disminuyendo.

Después de realizar la OPU se deben clasificar los ovocitos segun el grado de
madurez o si estan degenerados, de todas las aspiraciones se obtuvo que el
66.74% de los ovocitos aspirados son viables, este grupo se puede subdividir en
3 grupos (GlI, Gll y GlII) donde el grupo Glll con el 51.58% del total de ovocitos

aspirados son los que dan mejores resultados tras el protocolo FIV.

Con estos datos pudimos conocer la produccion promedio de ovocitos por grupo
genético, donde esta Bos taurus con una producciéon de 18.57 ovocitos/ OPU,
Sintéticas con 37.38 ovocitos/OPU y Bos indicus con 59.38 ovocitos/OPU
respectivamente. Teniendo como resultado los ovocitos viables por grupo
genético, Bos taurus (66.31%) con 12.31 ovocitos viables/OPU, Sintéticas
(65.51%) con 24.49 ovocitos viables/OPU y en Bos indicus (73.14%) con 43.43
ovocitos viables/OPU. Siendo el primer grupo genético el que tiene la menor
produccion de ovocitos viables, en segundo lugar, el grupo de razas Sintéticas
con casi el doble de su produccion y el grupo Bos indicus obtuvo casi 3 veces la

produccion de Bos taurus.
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Figura 11. Comparacion en porcentaje entre razas y su produccion de

ovocitos viables.

Al evaluar la eficiencia por razas se vio que las sobresalientes, la raza Hereford
(HF) con una viabilidad superior al 79%, la raza Charbray (CHB) con un
porcentaje del 76%, la raza Simbrah (SH) con un 73% de viabilidad, y la raza
Brahman (BHR) tiene al menos 72% de viabilidad, esto sin contar animales F1
con un 77% de viabilidad. Confirmando asi lo que se mencion en resultados
gue la raza Simbrah es de las mas productoras de ovocitos viables para FIV.
Independiente de las variaciones de clima y estrés caldrico que pudiera estar

presente en razas Bos taurus.

MIV

En el analisis de todos los datos se observa que después de la clasificacion de
la OPU y al término de la MIV hubo una disminucién en promedio del 31.68% de

los ovocitos viables que entraron a la MIV. Por lo que de cada 27.11 ovocitos




gue entraban solo salian en promedio 18.51 ovocitos que pasaban a la siguiente

fase.

Clv

Tras la revision de todos los protocolos podemos observar que en la etapa donde
se encuentra la mayor disminucion de ovocitos fue durante los dias 3 al 6 de la
CIV. Estos son los dias mas criticos ya que significan una disminucion en
promedio del 71.02 % de los ovocitos viables. Por lo que los medios de cultivos
son indispensables para evitar atresia o descarte de los ovocitos durante esta

etapa.

El analisis muestra una disminucién en el porcentaje de los ovocitos viables a
través de los dias de la CIV. Sin embargo, podemos ver del dia 6 al dia 7 un
incremento considerable en el grupo Bos indicus. De tener 4.7 de ovocitos
viables en promedio el dia 6 incrementa para el dia 7 a 12.74 de ovocitos viables
en promedio. Esto se puede deber a que existe un desarrollo un poco mas lento
a comparacion de los otros dos grupos genéticos ya que al momento de revisar
el dia 6, hay un decremento muy marcado que para el dia se repone de manera
drastica o se podria explicar de forma que los ovocitos de Bos indicus son mas
resistentes a la oxidacion por lo que pueden seguir madurando, aunque en las

revisiones anteriores no se hayan visto cambios significativos.




Grupo

Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 7
genético
Bos taurus 100% 24.30% 15.75% 13.56%
Bos indicus 100% 56.73% 23.26% 63.07%
Sintético 100% 41.16% 29.17% 23.98%

Cuadro 14. Porcentaje de ovocitos viables a través del proceso CIV.

Se observa que el grupo genético Bos indicus es el que presenta una mayor
produccion de ovocitos viables en el dia 7 con el 63.07% del 100% que inicia la
CIV. A comparacion de Sintéticos y Bos taurus con 23.98% y 13.56%

respectivamente.

Al evaluar la eficiencia de la criopreservacion por el método de vitrificacion en
cada grupo genético se observo que hay una disminucién en el grupo genético
de Bos indicus, se nota un decremento aproximado del 50%. Eso se debe a la
clasificacion que se realiza de los embriones para ver si serian aptos para
criopreservacion, aunque si su destino final fuera transferencia en fresco se veria
la diferencia, ya que si producen mas embriones el grupo genético Bos indicus a
comparacion de los otros dos. Los otros dos grupos genéticos practicamente no

se descartaron embriones tras la clasificacion.

Como se observa en el cuadro 12, el porcentaje de embriones viables para
vitrificacion es de 11.63% en Sintéticos 10.15% en Indicus de 8.08% siendo al
revés a comparacion de embriones para transferencia en fresco. Tras el analisis
estadistico se mostrd que existe diferencia estadistica entre la eficiencia de Bos

taurus contra los otros dos grupos genéticos (Bos indicus y Sintéticos).




Esto tras ser evaluado a través de pruebas estadisticas como ANOVA y T de
student se vio que no existe diferencia estadistica entre Bos indicus y razas
Sintéticas, sin embargo, si existe entre estas dos y Bos taurus. Dando como
resultados que bajo las condiciones de clima y manejo el grupo genético Bos
taurus se ve afectado en pequefia cantidad a comparacion de los otros dos
grupos genéticos que estan mayores adaptadas a diferentes condiciones
climaticas. Por lo que la produccion de embriones in vitro si puede verse

mermada.

Sin embargo, esto no indica que haya pérdidas en la produccion de este tipo de
ganado bajo condiciones de trépico seco, siempre y cuando las condiciones de

manejo y alimentacién sean las 6ptimas.




CONCLUSIONES

El analisis dio como resultado que se obtiene una mayor produccion de ovocitos
viables de una donadora por un niumero maximo de seis aspiraciones antes de
tener una disminucioén en la produccién. Por lo que se podria implementar una
planeacién para las donadoras, donde se alcance la sexta OPU sin ser
inseminada o servida por toro para garantizar la maxima produccion de ovocitos
viables. Asi, podriamos disminuir la presion para obtener buenos resultados
sobre las donadoras, pudiendo causar problemas en el estroma ovarico, como

infertilidad, y asi logrando también gestaciones propias de las donadoras.

En la actualidad, es bien sabido que en la etapa de CIV hay una disminucion
dréastica de los COCs, por lo que se trata de innovar e investigar nuevas variantes
de medios de cultivo para favorecer el buen desarrollo de los ovocitos durante
este proceso y este experimento no fue la excepcion, si se ve, que existen
drasticos decrementos de los COCs viables tras los dias que dura la MIV, en
especial del dia 1 al 3. Por lo que, es un reto tratar de conseguir o modificar los

medios disponibles para disminuir la perdida de material genético en esta etapa.

Se pudo evidenciar después del andlisis de los datos de los tres grupos
genéticos, que posiblemente hay una influencia minima marcada por el medio
ambiente, y/o la adaptabilidad. Ya que si bien existe una diferencia minima entre
los grupos genéticos Bos indicus y Sintético no existe diferencia estadistica entre
ambos grupos en comparacion con el grupo Bos taurus se obtiene casi un 50%
menos de embriones viables para criopreservar, donde si existe diferencia
estadistica; sin embargo, en cuestion del nimero de embriones viables para

criopreservar para los tres grupos es casi el mismo. A diferencia de si se




comparan embriones viables tras el proceso de FIV, el grupo sobresaliente es
Bos indicus; lo cual tampoco indica que se obtenga un mayor porcentaje de
mantenimiento de una gestacion y/o partos, ya que puede tener mas problemas
durante la implantacion, post transferencia, por problemas en el ambiente

uterino, o falta de moléculas antioxidantes que evitan que se degenere.

El tener una minima superioridad en la eficiencia final puede verse influido a que
los grupos genéticos Bos indicus y Sintéticas son mas adaptables en el clima
calido subhumedo en el que estan las donadoras, seria bueno reevaluar la
eficiencia de los grupos genéticos en otro tipo de clima mas favorable para Bos
taurus para ver si la diferencia se incrementa o no. Para asi poder obtener qué

influencia pudiera ejercer el clima.
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Cuadro 12. Porcentajes de viabilidad de los diferentes grupos genéticos a
lo largo de todo el protocolo desde la OPU hasta la obtencion de
embriones viables.

Cuadro 13. ANOVA comparando la produccion de células por aspiracion,
ovocitos viables y embriones viables entre Bos taurus, Bos indicus y
Sintético. Con p=0.05 de error.

Cuadro 14. Porcentaje de ovocitos viables a través del proceso CIV.
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