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RESUMEN

El presente trabajo se desarroll6 en el Centro de Investigacion y Ensefianza en Transferencia de Embriones
(CIETE), convenio Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) - Ministerio de Agricultura (MINAG);
ubicado en el campus de la Universidad Nacional Agraria La Molina. El objetivo fue evaluar la fertilidad y la
produccién de embriones in vitro de cuatro toros provenientes del Banco Nacional de Semen. Se utilizaron 1031
ovocitos de calidad A y B aspirados de ovarios de vacas beneficiadas en el camal. Los ovocitos se maduraron en
medio TCM-199. En la separacion espermatica se usé el método de centrifugacion con gradientes de Percoll; la
capacitacion y fertilizacion se realizé en el medio TALP-IVF + PHE; y el cultivo de embriones se hizo con medio
Sofaa + 5% de Suero Fetal Bovino (SFB). Los embriones fueron evaluados los dias 7, 8 y 9 después de la fertili-
zacion. No se encontraron diferencias estadisticas entre los cuatro toros evaluados, siendo el porcentaje de fertili-
zacion de 63.3, 56.8, 68.8 y 72.9% para cada toro. Tampoco se encontré diferencias estadisticas en la produccion
de embriones entre toros. Se concluye que los toros evaluados se encuentran en el rango normal de produccién de
embriones in vitro.
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INTRODUCCION

La fertilizacion in vitro (IVF) ofrece nuevas dimensiones en la reproduccion animal. Esta técnica consiste,
basicamente, en la exposicion de ovocitos maduros a espermatozoides capacitados, de tal manera que se produzca
la fecundacién fuera del oviducto materno. El éxito del procedimiento se demuestra al producir individuos vivos
procedentes de IVF, utilizando tanto ovocitos madurados in vivo o madurados in vitro, aunque la eficiencia de
estos procesos es inferior a la fecundacion natural (Lorenzo et al., 1994). Esta técnica tiene una ventaja adicional
en la produccién de animales F1 en zonas con climas adversos (Olivera, 2003).

Cada laboratorio establece un tipo de clasificacion para los ovocitos recuperados que se van a someter a pro-
cedimientos in vitro. Los ovocitos pueden ser clasificados de acuerdo al nimero de capas de células del cumulus y
la apariencia del citoplasma (Ramirez y Jiménez, 1993). Las células del cumulus son subpoblaciones de células de
la granulosa que proveen de nutrientes al ovocito y sintetizan la matriz compuesta de &cido hialurdnico y proteinas
que juegan un papel importante en el transporte del ovocito a través del oviducto y que permite atrapar al esper-
matozoide para la fertilizacion (Arlotto et al., 1996).

El nimero de espermatozoides que se emplea en IVF es aquel que produce la maxima fertilizacion con el mi-
nimo de polispermia (Salgado et al., 2005). Por otro lado, Palma et al. (2001) sefialan que 20 a 40% de los ovoci-
tos seleccionados para maduracion in vitro alcanzan el estadio de blastocisto; sin embargo, existe una amplia va-
riabilidad en las tasas de desarrollo por efecto del toro.

En el presente estudio se tuvo como objetivo la evaluacion de la fertilidad in vitro de cuatro toros jovenes del
Banco Nacional de Semen con ovocitos provenientes de ovarios de camal, especialmente referido a las tasas de
fertilizacién de ovocitos, al porcentaje de embriones viables y al desarrollo embrionario.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo
La investigacion se desarrollo en el Centro de Investigacion y Ensefianza en Transferencia de Embriones
(CIETE), convenio de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) con el Ministerio de Agricultura
(MINAG), Lima.
Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de animales faenados en el camal de Yerbateros, Lima. Asi mismo, se
utilizé el semen de cuatro toros jovenes del Banco Nacional de Semen (tres repeticiones por toro).
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Produccion de Embriones In Vitro

Se prepar6 una solucidn fisiologica con 5 ml de estreptomicina en bafio maria a 35 °C, que se llevo en un
termo al camal para el traslado de los ovarios al laboratorio. Los ovocitos se aspiraron en un ambiente aséptico
con jeringas de 5 ml y aguja N° 20, y se colocaron en placas petri de 100 mm. Para este fin, se utilizé el medio de
aspiracion MDPBS. Los ovocitos se ubicaron con un estereoscopio a 20X y se les clasifico en clase A, B, Cy D,
segun el nimero de capas de células del cumulus que cubrian al ovocito (Ramirez y Jiménez, 1993), utilizandose
para la presente investigacion solamente los de calidad A y B. Los ovocitos fueron llevados a la cabina de flujo
laminar, y colocados en gotas de 200 pl con medio de maduracion IVM en placas de 60 mm, cubiertas con 8 ml
de aceite mineral. Las placas se colocaron en una incubadora de CO2 al 5% y 38.5 °C por 22-24 horas.

Luego del periodo de incubacidn, los ovocitos madurados se transfirieron al medio de fertilizacion in vitro
Talp-IVF. Para esto, los ovocitos se lavaron con el medio de fertilizacion y se colocaron en las placas de IVF,
almacenandose en la incubadora de CO, hasta el momento de la inseminacion.

Para la capacitacion espermatica se utiliz6 el método de gradientes de Percoll al 90 y 45%. El semen fue des-
congelado en agua a 35 °C por 30 s; se le afiadio lentamente en la gradiente de Percoll y se centrifug6 a 4000 rpm.
Se retir6 el sobrenadante y se agrego 200 ul de Talp-1VF, se evalud la motilidad post capacitacion espermatica y
se contd el nimero de espermatozoides en la cdmara de Neubauer. El semen se guardé en la incubadora a 38 °C
hasta el momento de la inseminacién, en que se utilizdé una concentracion de 1 x 109 de espermatozoides/ml.

Al dia siguiente de la inseminacién (Dia 1) se prepararon las placas del medio de cultivo temprano SOFaa
mas 5% de suero fetal bovino (SFB). Se retiraron las placas de IVF de la incubadora de CO, y los ovocitos fertili-
zados se lavaron con SOFaa dentro de la cabina de flujo laminar. Los ovocitos parcialmente desnudados se colo-
caron en las placas de SOFaa y se guardaron en la incubadora de CO,. Luego de dos dias (Dia 3), se prepar6 un
tubo de SOFaa con 5% de SFB que se colocd en la incubadora de CO, por 2 horas para hacer el cambio del medio
de cultivo. Para esto, se retiraron las placas de SOFaa de la incubadora, renovandose la gota de SOFaa retirando
75 ul dos veces y reemplazandolo con el nuevo medio con las mismas cantidades. Hecho esto, se volvio a llevar la
placa de SOFaa a la incubadora de CO..

El tercer cambio de SOFaa (Dia 6) se realizé igual que el procedimiento del dia 3, pero ademas, se evaluaron
los embriones, anotandose las divisiones embrionarias y estadios de los embriones a fin de identificar aquellos que
llegaron a desarrollar al dia 7.

En el dia 7 se retiraron las placas de SOFaa, tomandose en cuenta solamente los embriones en estadio de mo-
rula compacta, blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido. Estos embriones fueron posteriormente
evaluados los dias 8 y 9.

Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron en porcentaje de fertilidad de los toros y porcentaje de blastocistos viables al dia
7, 8 y 9 postinseminacion. En el andlisis estadistico se utiliz6 el disefio completamente al azar. Las diferencias
entre tratamientos se evaluaron por la prueba de Duncan, empleando el comando LSMEANS del programa SAS
(Statistical Analysis System).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontr6 diferencias estadisticas entre toros con relacién al porcentaje de fertilidad in vitro de los ovo-
citos (Cuadro 1). Los porcentajes de fertilidad para cada toro se encuentran entre 56.8 y 72.9%, similar a lo obte-
nido por Salgado et al. (2005) (68% de fertilidad y 12% de polispermia utilizando un millén de espermatozoides),
Bastidas et al. (1999), Ratto (1999) y Galli (2003).

Cuadro 1. Ovocitos provenientes de animales beneficiados que fueron fertilizados in vitro y blastocistos
obtenidos mediante el empleo de semen de toros jovenes procedentes del Banco Nacional de Semen
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Cuadro 2. Porcentaje de motilidad postdescongelacion y postcapacitacion con Percoll
en semen de toros jovenes procedentes del Banco Nacional de Semen

El porcentaje de blastocitos obtenidos en relacion al total de ovocitos y con el nimero de ovocitos fertilizados
fue ligeramente superior en dos toros, aungue sin haber diferencias estadisticas (Cuadro 1). Madrid (2003), eva-
luando toros con diferentes tasas de no retorno (alta, media y baja), tampoco encontro diferencias entre toros en la
produccidén de blastocistos y en el desarrollo de los embriones, pero los porcentajes de fertilidad y de produccion
de blastocistos fueron mayores. No obstante, otros autores reportan valores similares a los del presente estudio
(Alberio, 2003; Galli, 2003). Asimismo, la tasa de desarrollo de blastocistos en base al total de ovocitos madura-
dos y al de ovocitos fertilizados fue similar a los resultados encontrados por Palma (2001), lo cual indica que en la
Gltima década, de un 20 a 40% de los ovocitos seleccionados para maduracion in vitro alcanzan estadios de blas-
tocistos.

Se encontré una gran variabilidad dentro de toros con relacion a la obtencion de blastocistos. Es asi, que en el
Toro 1 se obtuvo entre 15.0 a 25.7%; en el Toro 2 entre 5.3 a 36.4%; en el Toro 3 entre 23.7 a 37.0%; y en el Toro
4, entre 27.6 a 33.3%. Palma (2001) obtuvo en dos estudios una variabilidad de 10 a 51% y de 10 a 57%. Los
toros evaluados en el presente estudio tenian 18 meses de edad, lo que podria haber influido en las respuestas de
fertilidad y en la produccion de blastocistos, ya que la fertilidad se incrementa con la edad (Decuadro y Hansen,
2000).

En el Cuadro 2 se observa que los toros con mayor motilidad postdescongelacion fueron los que tuvieron una
ligera menor tasa de fertilidad in vitro. Lo que sucede es que estas diferencias en motilidad son corregidas por la
centrifugacién por gradientes de Percoll donde se separan los espermatozoides mas débiles y los muertos, y solo
guedan en el pellet los mas aptos para la inseminacién. Los valores de motilidad postcapacitacién con Percoll
fueron mas homogeéneos, con excepcion del Toro 1. Estos resultados concuerdan con los resultados de fertiliza-
cion y produccion de embriones donde los mejores resultados corresponden a los toros 3y 4.

CONCLUSIONES

La fertilidad in vitro de los toros fue aceptable y sin diferencias entre ellos.

+ No se encontrd diferencias estadisticas entre toros en la proporcién de blastocistos obtenidos con relacion al
namero de ovocitos madurados.

¢ Los resultados de motilidad postdescongelacion no tuvieron relacion con la fertilidad in vitro y la produccion

de embriones, ya que la técnica de capacitacion espermatica separa los mejores espermatozoides de cada toro.

*
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