PRUEBA DE CAMPO

Efecto del grupo genético de
vacas de las razas Gyr y Holstein
sobre la técnica de produccion
in vitro de embriones bovinos

Héctor Javier Narvaez

Universidad de Santander. Bucaramanga, Colombia
Facultad de Ciencias Exactas, Naturales y Agropecuarias

Programa de Medicina Veterinaria
Grupo de Investigacion en Ciencias Agropecuarias - GICA.

Publicado en https:/www.engormix.com/ganaderia-leche/articulos/efecto-grupo-genetico-
vacas-t48602.htm

1 objetivo del actual estudio fue

E evaluar el efecto del grupo genéti-

co de donadoras de ovocitos de las

razas Gyr y Holstein sobre el desempe-

fio en la técnica de produccién in vitro
de embriones.

Se utilizaron 12 vacas multipa-

ras, no lactantes, seis de la raza Gyr

(Bos indicus) y seis de la raza Holstein
(Bos taurus). Previo a la aplicacion de
la técnica de aspiracion folicular, los
animales fueron sometidos a sincro-
nizacién del estro, mediante la ad-
ministracién de 3 mg de benzoato de
estradiol (RIC-BE, Tecnopec Ltda., Bra-
sil), mas la insercion de un implante

auricular de norgestomet (Crestar, In-
tervet, Brasil). La aspiracidon fue rea-
lizada siete dias después del inicio
del protocolo de sincronizacion. Los
resultados determinaron que las va-
cas de la raza Gyr presentaron mayor
namero de foliculos visualizados y
de ovocitos recuperados, asi como
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mayor tasa de clivaje y de blastocis-
tos en el dia siete.

Estos resultados permiten conside-
rar que la aplicacion de la técnica de
produccién in vitro de embriones en la
raza Gyr puede presentar mejor des-
empefo en ciertos parametros en rela-
cién con la Holstein.

La utilizaciéon de la técnica de as-
piracién folicular, asociada a la produc-
cion in vitro de embriones (ovum pick
up-in vitro embryo production (OPU-
PIV)), es una biotecnologia altamente
difundida en el mundo, que permite
aumentar el nimero de nacimientos
por hembra, posibilitando una ganan-
cia genética anual estimada de 2,5 %
(Vishwanath, 2003).

Segun la Sociedad Internacional
de Tecnologia de Embriones (IETS), en
América del Sur fueron producidos,
en el 2017, 450.613 embriones por la
técnica de produccion in vitro, consoli-
dandose como la mayor regién en el

mundo en producciéon de embriones
por dicha técnica (Viana, 2018).
Existen multiples factores que afec-
tan los buenos resultados de los pro-
gramas OPU-PIV, como la realizacién
de la técnica en fase aleatoria del ciclo
estral, la obtencion de ovocitos con di-
ferente grado de madurez (Hendriksen
et al., 2000; Vassena et al., 2003), 1la va-
riabilidad de la respuesta de los ani-
males, asi como la de los sistemas de
cultivo in vitro empleados (Lonergan &
Fair, 2008). La influencia de estos facto-
res puede disminuir la competencia de
los ovocitos para el desarrollo in vitro,
afectando la produccién y la calidad
de los embriones, lo que causa pérdi-
das del material genético y pérdidas
econémicas en los programas OPU-
PIV (Ealy et al., 2019). Se han desarro-
llado diversos trabajos con el objetivo
de aumentar la eficiencia de la técnica
de aspiracién folicular asociada a la
produccion in vitro de embriones, a
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través de la sincronizacién de la onda
de crecimiento folicular junto a la apli-
cacion de gonadotronas; con ello, se
busca mejorar la tasa de recuperacion,
la calidad de los ovocitos colectados y
el nimero de embriones producidos
(Chaubal et al., 2007; Pfeifer et al., 2009;
El-Sherry et al., 2010).

Por esta razén, el objetivo del ac-
tual estudio fue evaluar el efecto del
grupo genético de donadoras de las
razas Gyr y Holstein sobre su desem-
pefio en la aplicacion de la técnica de
produccion de embriones in vitro.

Materiales y métodos

Para la ejecucion del actual trabajo
de investigacion fue adoptado el Es-
tatuto Nacional de Proteccién de los
Animales, con la Resolucion 008430 de
octubre 4 de 1993, y en el cumplimien-
to con los aspectos mencionados con
el Articulo 87 de dicha Resolucion.
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Este estudio fue desarrollado confor-
me los siguientes criterios: brindar los
cuidados adecuados a los animales
segun su etologia; evitar el dolor inne-
cesario, sufrimiento, estrés o lesiones
prolongadas; evitar la duplicaciéon o
repeticion innecesaria de experimen-
tos y reduccién al minimo indispensa-
ble del nimero de animales para ga-
rantizar la validez del estudio que se
ha de realizar (Garcés & Giraldo, 2012).

Seleccion de los animales

Fueron seleccionadas 12 vacas (no
lactantes y no gestantes) de un grupo de
donadoras, siendo seis hembras de la
raza Gyr (Bos indicus) y seis de la raza
Holstein (Bos taurus), con edades entre
los 3 y los 7 afios, con una condicién
corporal de 3,5 a 4,0 en la escala de 0
a 5 puntos, y tracto reproductivo nor-
mal a nivel estructural y funcional.

El estudio fue desarrollado bajo
condiciones tropicales, con pasturas
a base de Brachiaria decumbens Stapf y
Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.)
Stapf (Poaceae), con suplementacion

mineral, agua ad libitum y sin suple-
mentacion a base de concentrado.

Aspiracion folicular guiada por
ecografia

Las donadoras fueron localizadas
en dos grupos genéticos: Gyr y Hols-
tein. Para la sincronizacién de la onda
folicular se aplicé una dosis 3 mg de
benzoato de estradiol (RIC-BE, Tecno-
pec Ltda., Brasil), mas la insercion de
un implante auricular de norgestomet
(Crestar, Intervet, Brasil). El procedi-
miento de OPU fue realizado 7 dias
después del inicio del protocolo de
sincronizacién, coincidiendo asi con el
inicio de la emergencia de la primera
onda folicular y previo a la formacion
del foliculo dominante. Los implantes
auriculares fueron removidos 24 ho-
ras mas tarde. La aspiracion folicular fue
realizada en foliculos con un didmetro
>3 mm a 5 mm y llevada a cabo con
auxilio de una aguja descartable de 20
G (WTA-Vet, Brasil), acoplada a una li-
nea de te én con presion negativa de 70
mm/Hg. Previamente al procedimiento

de aspiracion se realizé el conteo de los
foliculos en ambos ovarios y se utilizd
un ecografo (Mindray, DP 2200 VET,
China), equipado con transductor mi-
croconvexo de 7,5 MHz de frecuencia,
acoplado a una guia transvaginal para
aspiracion folicular.

Inmediatamente después de la
puncion, el liquido folicular fue trans-
ferido para un Iltro EmCom (Agtech,
USA), y adicionado 100 mL de D-PBS
para remocion de los coagulos y cé-
lulas. Las estructuras fueron lavadas
en TCM 199 tamponado con HEPES
(TCM-199; Gibco BRL, Grand Island,
NY), més 10 % de suero fetal bovino
(Gibco BRL, Grand Island, NY), 16 ug/
mL de piruvato sodico y 83,4 pg/mL de
amikacina (Instituto Biochimico, Rio de
Janeiro, Brasil). Fueron considerados
ovocitos viables para maduracién in
vitro los complejos ciimulo-ovocito (CCO)
grado I, Il y III, clasificados de acuer-
do con la cantidad de capas de células
del ciimulus y por el aspecto homogé-
neo del citoplasma. La clasificacion de
los CCO fue realizada conforme a lo
descrito por Sato et al. (1990).
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Produccion in vitro de
embriones

Los CCO de cada donadora fueron
lavados tres veces en gotas de 100 puL de
medio de lavado (TCM 199 suplementa-
do con HEPES (25 mM) y 10 % de SFB)
y transferidos separadamente para
gotas de 100 pL de medio TCM 199 y
suplementado con 10 % de SFB, 1,0 ug/
mL de FSH (Folltropin, Bioniche Animal
Health, Belleville, Canadd), 50 pg/mL de
hCG (Profasi , Serono, Sio Paulo, Brasil),
1,0 pg/mL de estradiol, 16 ug/mL de pi-
ruvato sodico, ITS (5 ug/mL de insulina
- transferrina - selenio) y 83,4 pug/mL de
amikacina, cubiertas con aceite mineral
estéril (Sigma-Aldrich Co, Estados Uni-
dos). La maduracién se realizé por un
periodo de 24 horas en una incubadora
a 38,5 °C, 5 % de CO2 en aire atmosféri-
coy 95 % de humedad.

Fue utilizado semen sexado de Gyr
y de Holstein de una misma partida en
ambas razas con fertilidad conocida.
Las pajillas fueron descongeladas a 35
°C durante 30 segundos, y el conteni-
do fue vertido cuidadosamente sobre
el gradiente de Mini-Percoll 45/90. La
dosis inseminante correspondiente
para cada gota fue de 1,0 x 106 esper-
matozoides/mL. El semen de la raza
Gyr fue utilizado para la fertilizacion
de los ovocitos de las vacas Holstein, y
el semen de Holstein fue usado para la
fecundacién de los ovocitos de las va-
cas Gyr. Este protocolo de fertilizacion
fue llevado a cabo con la finalidad de
obtener embriones F1.

Después de la maduracion, los
CCO fueron lavados tres veces en go-
tas de 100 pL de medio FERT-TALP
y transferidos junto con los esperma-
tozoides en gotas de 50 uL de medio
FERT-TALP, suplementado con 0,6 %
de BSA, 10 pg/mL de heparina, 18 uM
de penicilamina, 10 uM de hipotauri-
na, 1,8 uM de epinefrina y cubiertos
con aceite mineral estéril. Los CCO
permanecieron en cultivo junto con
los espermatozoides por un periodo
de 18 a 22 horas con las mismas con-
diciones empleadas en la maduracion.

Después del periodo de fertili-
zacion, los presuntos cigotos fueron

Genctica

transferidos separadamente por do-
nadora para gotas de 100 uL de medio
SOF suplementado con 2,5 % de SFB y
5 mg/mL de BSA recubiertas con acei-
te mineral estéril por un periodo de 7
dias. Tras 72 horas posfecundacion,
fue removido y sustituido el 50 % del
volumen de cada gota de cultivo uti-
lizando el mismo medio de cultivo ci-
tado anteriormente. En este momento
fue evaluada la tasa de clivaje con la
formacién de dos células de los em-
briones en cultivo.

Siete dias después de la fertilizacion
fue cuantificada la tasa de blastocisto y
valuada la calidad de los embriones de
acuerdo con la clasificacion de la Socie-
dad Internacional de Tecnologia de Embrio-
nes (Stringfellow & Givens, 2010).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con
ayuda del software Analysis and Expe-
rimentation Group (SAEG, version 9.1),
a través de la aplicacién Sistema para
Andlisis Estadisticas y Genéticas. Fueron
obtenidas las medias y error-estandar
y analizados por ANOVA, conside-
rando los efectos del grupo genético y,
en los casos en que fue obtenido efecto
significativo (p < 0,05), fueron compa-
radas las medias por el test de Tukey.

Resultados y discusion

Conforme a lo observado en la ta-
bla 1, fue posible verificar diferencia
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(p < 0,05) en las variables niimero de
foliculos visualizados, numero de
ovocitos recuperados, tasa de clivaje
y namero de blastocistos producidos
eneldia?.
De acuerdo con estos resultados, fue
posible verificar que el ntmero de
foliculos visualizados fue mayor en las
vacas de la raza Gyr (p = 0,0002) que en
las vacas Holstein (21,1 + 0,7 vs. 15,7 +
0,6, respectivamente). Los mecanismos
asociados a  esta  caracteristica
estin  relacionados con  mayores
concentraciones circulantes de IGF-1
e insulina en razas cebuinas (Alvarez
et al, 2000). Sales (2011) relaté que
vacas Bos indicus presentaron mayores
concentraciones de IGF-1 en el liquido
folicular, siendo esta caracteristica
relacionada con mayor calidad ovocitaria
y mejor desarrollo embrionario en
las fases iniciales de la técnica. Mas
recientemente, Mossa et al. (2017) y
Tavares et al. (2018) correlacionaron que
aquellos animales con alta poblacion
folicular presentan niveles elevados
de la hormona antimiilleriana, siendo
sugerido que esta hormona es un factor
predictivo de la alta poblacién folicular
y fertilidad. Otros relatos de literatura
indican que la menor poblacion folicular
presentada en las razas Bos taurus esta
asociada a las altas tasas de atresia
folicular en comparaciéon con hembras
Bos indicus (Silva-Santos et al., 2011).

En un estudio realizado en va-
cas Gyr, sometidas a una o dos

Tabla. 1. Efecto del grupo genético de acuerdo con la aplicacion de la técnica de aspiracion

folicular y produccion in vitro de embriones en vacas de las razas Gyr y Holstein

Vacas Vncas Holstein
Variables e o Valor dep
M= risplicas 6 .
ML= foliculos vusiizadcs 11207 1514 06 a0az
ML* OwosCiTOs recupsradion. 1A ambe07 am
Taza da recupsarac ibn [%) BT x50 Sl dd oJa
Ovocitos grado | (%) TR nEz0l o
Ovocitos mﬂm i1 nosey )
Svockos grada W (4 Riz Bz Bl
Tasade ovocitos viables () ALY Baay AN
Tasa de clivaje (%) [iF P @ LT
N+ blastockstos déa 7 (D7) 18205 120 a0
Tasa de blastocisto () 1e4d AL 3
Nota. Los datos estan descritos como media £ ESM; a, b: letras mintisculas distintas
en la misma linea diferente entre si (p <0,05).
Fuente: Elaboracion propia
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aspiraciones por semana, el ntume-
ro de foliculos visualizados en cada
sesién de aspiracién se mantuvo en
rangos de 14,0 + 0,3 a 14,5 = 0,3 (Via-
na et al., 2004). Carvalho et al. (2008)
demostraron que novillas Bos indicus
presentaron mayor numero de folicu-
los reclutados (33,4 + 3,2) en relacién
con novillas Bos indicus x Bos taurus
y Bos taurus (29,6 + 2,5 y 254 = 2,5,
respectivamente.

Alllevar a cabo el analisis, fue posi-
ble comprobar que el niimero de ovo-
citos recuperados en las vacas Gyr fue
mayor que en la raza Holstein. Estos
resultados son similares a los descritos
en la literatura por Galli et al. (2001),
Tamassia et al. (2003), Torres-Junior et al.
(2008) y Viana et al. (2004, 2010).

En un estudio realizado en vacas de
raza Holstein se recuperaron de media
4,6 + 0,2 ovocitos por sesion de OPU
(Tamassia et al., 2003). No obstante, en
un estudio posterior realizado en no-
villas Holstein (Gimenes, 2010), fueron
obtenidos resultados divergentes a los
observados en el actual trabajo, en el
que fueron recuperados 13,8 + 1,8, 16,2
+2,2y 16,2 +2,3 estructuras en los dias
1, 3 y 5 después de la emergencia de
la onda folicular, respectivamente. De
manera similar, Pontes et al. (2010) recu-
peraron 11,4 + 3,9 ovocitos en promedio
en animales del mismo grupo genético.

Contrariamente a todos los resultados
citados, Dayan (2001) obtuvo mayor nu-
mero de ovocitos recuperados en vacas
de raza Holstein en relaciéon con vacas
de la raza Gyr (8,0 = 1,6 vs. 4,8 + 3,5,
respectivamente). El autor relata que la
técnica de aspiracion folicular fue realiza-
da en dia aleatorio del ciclo estral, sien-
do aspiradas vacas ciclicas y aciclicas.

A pesar de que los resultados obteni-
dos en cuanto a calidad ovocitaria (gra-
dos 1, 11 y I1I) fueron similares en ambos
grupos genéticos, es importante destacar
que en el actual estudio fueron conside-
rados los grados II y III de calidad para
los procedimientos de la produccién in
vitro de embriones. Estudios recientes
han verificado que estas estructuras pa-
recen tener la misma capacidad de de-
sarrollo que los considerados morfologi-
camente normales (grado I) (Urrego et al.,
2015; Velez et al., 2017).

En cuanto al nimero de ovocitos
viables, la raza Gyr present6 valores
superiores a las vacas Holstein, dife-
rencia que probablemente sea una ca-
racteristica inherente de las razas Bos
indicus, dado que, a mayor numero de
foliculos visualizados, mayor puede
ser el nimero de ovocitos de buena
calidad recuperados. Estas observa-
ciones del actual estudio coinciden
con lo anteriormente descrito por Gi-
menes (2010) y Pontes et al. (2010).

Con relacion a las tasas de clivaje,
fueron obtenidos mejores resultados
en las vacas Gyr respecto de las vacas
Holstein. Estas observaciones pue-
den estar relacionadas con la calidad
ovocitaria y con la capacidad de estas
estructuras en presentar una adecua-
da maduracion nuclear y citoplasma-
tica, ademas de la calidad del semen
utilizado. No obstante, Tamassia et al.
(2003) relataron que las tasas de cliva-
je presentan una correlacién positiva
(r=0,39; p<0,01) respecto de las tasas
de blastocistos. Estos relatos son di-
vergentes a los observados en el actual
estudio, en donde las altas tasas de cli-
vaje presentadas no influuenciaron las
tasas de blastocistos obtenidas.

Ya en el nimero de blastocistos pro-
ducidos siete dias después de la fertili-
zacion, las hembras de la raza Gyr pre-
sentaron diferencia respecto a las vacas
Holstein (3,6 = 0,5 vs. 2,1 + 0,4, respecti-
vamente). Otros estudios han observado
que embriones de razas B. taurus pre-
sentan mayor estrés térmico en la fase
de cultivo in vitro, conllevando mayo-
res tasas de apoptosis frente a las razas
Bos indicus (Satrapa, 2011). A pesar de
que en el actual estudio los embriones
de las vacas Holstein fueron insemina-
dos con toros Gyr, se considera que los
ovocitos son mas importantes que los
espermatozoides en el desarrollo de la
termotolerancia (Nabhan et al., 2010). Gi-
menes (2010) comprobd mejor desempe-
no de las razas Bos indicus en la produc-
cién in vitro de embriones, con respecto a
las razas taurinas.

Conclusiones

A partir de los resultados obteni-
dos en el presente estudio es posible
concluir que vacas de la raza Gyr pre-
sentan mejor respuesta en lo referente
a numero de foliculos visualizados,
namero de ovocitos recuperados y
produccion de blastocistos siete dias
después de la fertilizacién, al ser com-
paradas con vacas de la raza Holstein.
Referencias bibliograficas en: https://
www.engormix.com/ganaderia-leche/
articulos/efecto-grupo-genetico-va-
cas-t48602.htm &

48 | Genctica




