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Introduccion
La medicina veterinaria es la rama de las ciencias médicas encargada de curar o disminuir
las enfermedades y lesiones de los animales, donde se toman una serie de medidas preventivas
evitando futuras complicaciones; lo que influye a su vez en la salud pablica, con la proteccion de

la poblacion hacia una gran variedad de enfermedades zoonoticas.

La mayor parte de los nuevos patdgenos que afectan a los seres humanos tienen su origen
en especies animales. Por ende, se requiere de una prevencion de la difusién de las mismas, para
esto se debe tener la mayor formacion y educacion sobre el tema, lo que le corresponde en gran

medida al médico veterinario.

Con base a esto, el programa de Medicina Veterinaria de la Universidad de Pamplona,
dentro de su mision forma profesionales competentes e integros los cuales opten como primera
instancia por el bienestar del animal, que va de la mano con la salud publica. Siendo asi, el
décimo semestre de la carrera esta orientado a cumplirse el proceso de trabajo de grado como
uno de los requisitos indispensables para obtener el titulo de Médico Veterinario. Estas se llevan
a cabo en un tiempo de 4 a 6 meses segun corresponda, donde la institucion ofrece diversos sitios

de eleccion con los que se tiene convenio para su realizacion.

La pasantia juega un papel sustancial en el desarrollo del estudiante como futuro médico
veterinario, logrando un enriquecimiento tedrico practico del conocimiento adquirido a lo largo
de la carrera. De modo que introduce al estudiante en el ambito laboral donde se va a

desempefiar respecto al area de enfoque de eleccion en su futura vida profesional.
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Descripcion del sitio de practicas
La compafiia Agropecuaria Bufalos del Sur C.A. (BUFASUR), ubicada en Santa Barbara
del Zulia — Venezuela, fue fundada en el afio 2006 por el Grupo Empresarial Ocando con la
finalidad de impulsar la cria y engorde de ganado bufalino de doble propdsito (carne y leche) en
la zona Sur del Lago de Maracaibo. Siendo actualmente una de las empresas méas reconocidas a

nivel nacional, abasteciendo la poblacion de Zulia y gran parte de Venezuela.

Entre las bufaleras que comprende toda la empresa, las principales estan ubicadas en el
sur del estado Zulia; como lo son San Andrés, EI Tuy, Mosct, Complejo las Delicias, Santa
Barbara, Santa Sofia, EI Carmen, Canta Rana y Santa Inés. Contando con un aproximado de

21.500 bufalos de agua y 400 equinos.

Dentro de sus instalaciones cuenta con dos oficinas principales, donde se ubica el
personal encargado de manejar toda la logistica y administracién de la finca; una de ellas ubicada

en San Carlos — Zulia y la otra en la finca principal de BUFASUR “Las Delicias”.

Cuenta con un centro de biotecnologia reproductiva y laboratorio animal, denominado
BIOSUR el cual dispone de diversos tipos de implementos y/o equipos como lo son
microscopios, centrifuga, incubadoras, congeladores, ecografos, esenciales para la realizacion de

las diferentes actividades.

Los profesionales a cargo de la produccién de cada una de las fincas son, el MVZ.
Everaldo Oliveros, MVZ. José Jiménez y el MVZ. Leandro Salas, los cuales ejecutan las
diferentes tareas para mantener el bienestar de los animales en 6ptimas condiciones y, por ende,

buen desempefio en las producciones a las que estos se destinan.
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Actividades desarrolladas durante la practica empresarial
Las actividades llevadas a cabo durante el periodo de pasantia practica empresarial en la
Agropecuaria Bufalos del Sur en la Hacienda San Andrés, consistié principalmente en llevar un
control de los animales, con la constante observacion del estado sanitario de estos por los

diferentes potreros; efectuando a su vez actividades como:

e Charlas sobre el ciclo y proceso reproductivo de las bufalas, reforzando los
conocimientos adquiridos en los semestres anteriores.

e Palpacion transrectal tradicional y con uso de ultrasonografia en multiples animales,
favoreciendo el gran nimero de animales que la finca cuenta (méas de mil bdfalas) y
diversas bufaleras para su manipulacion.

e Reconocimiento de estructuras del 6rgano reproductor de la hembra, identificando a
su vez anormalidades o patologias, como también diagnosticar gestaciones.

e Registro de nacimientos y mortalidad diaria de los animales.

o Identificacion de animales jovenes con el uso de chapetas y microchips.

e Vacunacion contra fiebre aftosa, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Diarrea Viral
Bovina, Brucella abortus, Leptospira, Clostridium y Pasteurella multocida.

e Aplicacion semanal a distintos hatos de animales productos como vitaminas B-12,
D3, E, Combecon (vitaminas B-12, B-1 y B-6), antiparasitarios como lvermectina,
Calbomax (doramectina 1%) y barios de aspersion con Amitraz y Cipermetrina.

e Tratamientos clinicos ya sea de intervencion quirdrgica o Unicamente farmacoldgica.
Sumando actividades como descornes, orquiectomias y curacion de heridas.

¢ Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo en bufalas.

e Participacion en cursos en el transcurso de la practica por parte de la empresa.
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En la parte de laboratorio BIOSUR se lleva un proceso de aprendizaje realizando

actividades como:

e Produccion in vitro de embriones de bufalas; partiendo de la recoleccion de ovocitos
mediante dos formas, por medio de ultrasonografia guiada en campo y recoleccion de
ovarios de hembras en la planta de beneficio.

e Maduracion, fecundacién y cultivo in vitro de embriones bufalinos.

e Congelacion de pajillas de semen de bufalo, segun el protocolo establecido.
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Produccién in vitro de embriones de bufalas en el estado Santa Barbara del Zulia -

Venezuela

Resumen

El método de produccion de embriones in vitro (PIVE) en bufalas, es una biotecnologia
reproductiva que favorece el mejoramiento genético, y a su vez aporta en areas de estudio. Para
el desarrollo de esta técnica se obtienen ovocitos recuperados de ovarios ya sea por medio de
aspiracion con ultrasonografia guiada en animales vivos o recuperados de ovarios de donadoras
con destino a planta de beneficio; estos son transportados al laboratorio, donde se seleccionan los
ovocitos mas aptos siendo los grado | y grado I, los cuales se someten a procesos de maduracién
in vitro para su posterior fertilizacion con espermatozoides que tienen que pasar por una
capacitacion previa para posteriormente pasarse a un medio de cultivo in vitro y asi conseguir un
embridn optimo entre los dias 7 y 8. Por medio de este trabajo se describen los pasos realizados
en cada etapa de la produccién in vitro de embriones de bufalos de la raza Murrah y
Mediterranea, a partir de los dos métodos de aspiracion folicular con la adecuacion de medios
usados normalmente en la produccion in vitro de embriones vacunos, logrando obtener como
resultado final un 22,3% de embriones idoneos para ser transferidos de los 286 ovocitos

recolectados inicialmente.
Palabras claves: fecundacion, maduracion, cultivo, ovocitos, espermatozoides.

Abstract

The in vitro embryo production method (PIVE) in buffaloes is a reproductive
biotechnology that favors genetic improvement, and in turn contributes to study areas. For the
development of this technique, oocytes recovered from ovaries are obtained either by aspiration

with guided ultrasonography in live animals or recovered from ovaries of donors from the
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slaughter plant; these are transported to the laboratory, where the most suitable oocytes are
selected, being grade | and grade I, which are subjected to in vitro maturation processes for their
subsequent fertilization with spermatozoa that have to go through prior training to later be move
to an in vitro culture medium and thus achieve an optimal embryo between days 7 and 8.
Through this work, the steps carried out in each stage of the in vitro production of buffalo
embryos of the Murrah and Mediterranean breed are described, based on the two methods of
follicular aspiration with the adaptation of the media normally used in in vitro production. Of
bovine embryos, obtaining as a final result 22.3% of suitable embryos to be transferred from the

286 oocytes initially collected.

Keywords: fertilization, maturation, culture, oocytes, sperm.
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CAPITULO I

1.1 Planteamiento del problema

Venezuela se cataloga actualmente como lider en rebafio bufalino en el continente
americano, esto lo expone Nicola Fabozzo, presidente de Criabufalos de este pais quien asegura
que en este territorio hay aproximadamente 2 millones 500 mil cabezas de bufalo, a su vez
afirma que la produccion lechera estd en 2 millones y medio de litros anuales, de los cuales el

40% es leche de bdfala (La Verdad, 2023).

Considerando los ultimos indicadores bufalinos se ha podido observar que su produccién
estd siendo mas rentable en comparacion con el ganado vacuno, presentando aumentos
significativos los Gltimos 20 afios en toda América Latina (Campos et al., 2022). En vista de la
creciente demanda de alimentos de origen animal; tanto de leche como de carne, se requiere de
métodos que promuevan la reproduccion masiva de animales con alto valor genético para con
esto aumentar la productividad y oferta de dichos alimentos. Asi pues, con el presente proyecto
se busca aplicar las técnicas de produccidn de embriones in vitro que se manejan
convencionalmente en el ganado vacuno, adaptandolas a la especie bufalina y con esto lograr
obtener embriones idoneos para el mejoramiento de producciones en hatos bufalinos. Al mismo
tiempo, se pretende influenciar al receptor a incluir este tipo de biotecnologia reproductiva en las
practicas ganaderas actuales, lo que aporta a su vez, en las investigaciones de estudio de este

campo.

Con este tipo de biotecnologia reproductiva logramos suplir las necesidades del alto
numero de consumidores, donde se obtienen productos bufalinos cumpliendo la exigencia de los

mismos siendo de alta calidad y trazabilidad.
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1.2 Justificacion

Mediante el establecimiento de biotecnologias reproductivas como lo es la produccion de
embriones in vitro y los analisis genéticos, estamos asegurando animales con mejor potencial
genético y a su vez, disminuyendo la transmisidn de enfermedades venéreas que se pueden
generar en la reproduccidn por monta natural. Asi pues, este proceso de PIVE va de la mano con
el proceso de recoleccion de semen que se usa en inseminacion artificial (1A) para lograr la
fecundacién in vitro; lo que permite un mayor aprovechamiento del macho ya que en una monta
natural el bafalo deposita en la hembra la totalidad del semen en una sola eyaculacion, mientras
que por IA este mismo semen puede ser diluido y rendir para mas animales pudiendo duplicar su
cantidad inicial, sumandole que con una correcta congelacion se puede preservar para futuros

usos.

Una de las ventajas que aporta la especie bufalina es la capacidad de dar cria cada 11
meses, 1o que no sucede con las vacas, que deben esperar de 16 a 18 meses para volver a criar
(Gutiérrez, 2012); lo cual permite la obtencion de un mejor rendimiento a bajo costo lo que en
términos generales se resume como mayor ganancia economica para el productor, supliendo a su

vez la demanda de alimentos del consumidor.

Eventualmente, la contribucion de esta especie en la alimentacion humana ha ido
evolucionando los dltimos afios, donde se evidencia un aumento en el consumo tanto de leche
bufalina como de su carne, donde por medio de La FAO indica que las bufalas producen entre
1,500 y 4,500 litros de leche por lactacion, dado que pueden proporcionar crias y leche hasta

después de los 20 afios de edad (Huertas, 2018).

Siendo asi, la leche de bufala tiene un tenor graso que por lo general duplica el de la leche

de vaca y es una especie que digiere con facilidad alimentos pobres en nutrientes permitiendo el
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aprovechamiento de diversos ecosistemas (Huertas, 2018). Lo que en términos de produccion
denota una gran ventaja frente al ganado vacuno y una mayor rentabilidad para el productor. En
consecuencia, se ha motivado la busqueda de mejorar el potencial productivo en hatos bufaleros,
donde actualmente la produccion in vitro de embriones (PIVE) es una biotecnologia reproductiva
de eleccion que promete grandes avances en la mejora de este campo, permitiendo la obtencion

de embriones a bajo costo con fines de aumentar el desarrollo genético.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Evaluar la produccion de embriones de bufala in vitro a partir de dos técnicas diferentes

de recoleccién de ovocitos.

1.3.2 Objetivos especificos
Validar la técnica de produccion in vitro de embriones de bufala basandonos en las

realizadas en la especie vacuna.

Cultivar ovocitos in vitro capaces de alcanzar la etapa final de blastocitos llegando a ser

aptos para ser transferidos.

Adecuar el uso de los principales medios de cultivos vacunos para la produccion in vitro

de embriones en la especie bufalina.

Favorecer el mejoramiento genético mediante la produccién in vitro de embriones

bufalinas.
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CAPITULO 11

2.1 Introduccion

Los Bufalos de Agua o rio (Bubalus bubalis) son rumiantes pertenecientes a la familia
Bovidae, que tuvo su origen en Asia y se cree que su aparicion se dio hace 10 mil afios, hoy en
dia se reportan 19 razas de la especie Bubalus bubalis sp. en el mundo, las cuales son de doble
propdsito, sin embargo, dentro del presente proyecto se enfocara en las razas Murrah y

Mediterranea.

La ganaderia de bufalos en Venezuela a diferencia de la vacuna no ha sido resultado de
un proceso de adaptacion de la especie con el paso de los afios. Contrario a eso, la introduccion
de esta especie en el pais se dio gracias a un grupo de empresarios que aposto por el potencial de
estos animales trayéndolos a suelos venezolanos (Gomez, 2017). Asi pues, en el afio 1920, el
general Juan Vicente Gomez import6 los primeros ejemplares; siendo de estos 26 hembras y 2
machos, los cuales se introdujeron en el sistema productivo donde hasta hoy dia se estima un

aproximado de mas de un millén de cabezas (Montiel, 2008).

De acuerdo con lo anterior, las principales razas de bufalos en VVenezuela son:
Mediterranea y Murrah, donde esta segunda cuyo nombre quiere decir “espiral” refiriéndose a la
forma de sus cuernos es originaria de la india y se caracterizan por tener un cuerpo grande y
macizo, con piel negra y cuernos cortos, los machos promedian los 800 kilos de peso y las
hembras los 650 kg, se caracteriza por ser buena lechera, produciendo entre 1.500 y 4.000 litros
en lactancias de 300 dias (Alves, 2010). En cuanto a la raza Mediterranea, tiene su origen en
Italia y se distinguen por ser de color negro, gris 0 marron, el cuerpo es ancho en relacion al

largo, con patas cortas y robustas; los cuernos son medianos dirigidos hacia atras, con las puntas
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curvadas hacia arriba y adelante, los machos pesan 800 kilos y las hembras 600, en promedio y

producen entre 1.800 y 2.700 litros de leche en 250 dias de lactancia (Alves, 2010).

Por ende, en el presente trabajo se presenta una recopilacion de informacién sobre la PIV
de embriones en bufalas que se llevo a cabo en la zona de Santa Barbara del Zulia en Venezuela,
buscando despertar el interés de esta préctica en la especie bufalina, teniendo en cuenta que su
aplicacion hoy dia no es muy comun; aun con la facilidad que brinda la tecnologia y los avances

médicos que se han venido desarrollando en esta area de estudio.
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2.2 Revision bibliogréafica
2.2.1 Desarrollo del foliculo y del ovocito

Durante la vida embrionaria los ovocitos son almacenados en los ovarios, donde se
garantiza que en el transcurso de la vida reproductiva del animal se dé el crecimiento de los
foliculos de forma ciclica y a su vez garantizar la ruptura y liberacion del ovocito para el

momento de su fecundacion (Rodriguez, 2013).

De igual importancia, en el periodo fetal se da el desarrollo de los foliculos y los ovocitos
los cuales se originan en las denominadas células germinales primordiales (CGPs), que derivan
de la masa celular interna del blastocisto en desarrollo, las CGPs migran hasta las crestas
gonadales, las que a medida que el embrién se desarrolla, conformaran los futuros ovarios. El
numero de ovocitos que se forme durante este desarrollo fetal va a constituir la cantidad méxima
disponible de la hembra en su vida reproductiva, a medida que la hembra va aumentando su edad

estos van disminuyendo sin nunca renovarse (Rodriguez, 2013).

Asi pues, el comienzo de la division celular concuerda con el inicio de la foliculogénesis,
esto se da cuando el ovocito esta recién diferenciado se asocia con un grupo de células del
estroma que pasan a denominarse células foliculares dando lugar a los foliculos primordiales, los
que mas adelante por estimulos intrinsecos se transforman en foliculos primarios (Castafieda,
2009). Una vez que el ovocito comienza a crecer, las células de la granulosa inician su
multiplicacion, trabajando de forma sincrénica el uno con el otro a medida que se van
diferenciando, donde el ovocito se encarga del crecimiento folicular, asi como de la proliferacion
y diferenciacion de las células de la granulosa, y estas se ocupan del crecimiento, la

diferenciacion y maduracion del ovocito. En el momento que el ovocito se encuentra envuelto
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por dos 0 mas capas de las células de la granulosa, se habla de foliculo secundario con la

formacion de dos estructuras que son la teca interna y la zona pellcida (Rodriguez, 2013).

Conforme progresa el desarrollo folicular, entre las células de la granulosa aparecen unas
pequefias vesiculas las cuales convergen entre si pasando a formar una cavidad denominada
antro; momento en que el foliculo pasa a llamarse foliculo antral, que es la etapa final de la
foliculogénesis. En el interior de este se encuentra un ovocito rodeado de varias capas de células
que reciben el nombre de células del cimulo, donde la capa més interna se denomina corona

radiada (Filipiak & Bielli, 2016).

2.2.2 Fluido folicular

El fluido folicular es un trasudado procedente del plasma que se encarga de nutrir al
ovocito, mientras va determinando el ritmo del crecimiento folicular y desarrollo ovocitario
previo a la ovulacion (Seco, 2020). Este se compone de electrolitos, proteinas, enzimas, factores
de crecimiento, hormonas, entre otras sustancias aun indefinidas. Entre unas de sus funciones
estd bloquear la meiosis, proteccion frente a la prote6lisis, expulsion durante la ovulacion y

estimulacién de la motilidad y de la reaccion acrosdmica (Rodriguez, 2013).

La mayoria de los foliculos que se forman estan destinados a degenerarse naturalmente,
suceso controlado hormonalmente que se conoce como atresia folicular y lleva a la disminucion
gradual de la cantidad mé&xima de ovocitos desde la etapa fetal hasta la senescencia sexual,
igualmente teniendo asi los foliculos dos alternativas: la atresia folicular por proceso apoptotico

0 su desarrollo completo hasta el momento de la ovulacion (Rodriguez, 2013).
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2.2.3 Produccion in vitro de embriones

Durante el transcurso de los afios se han realizado esfuerzos para reproducir
artificialmente los eventos de la fertilizacioén desde el ambito investigativo hasta la entrada en el
campo, con fines econdmicos y productivos. De modo que se han llevado a cabo innumerables
experimentos relacionados con las tres etapas principales de la PIVE: maduracion in vitro (MIV)
de ovocitos, fecundacion in vitro (FIV) de gametos y cultivo in vitro (CIV) del cigoto, del que

dependeré finalmente el éxito o el fracaso de todo este proceso en conjunto (Mucci et al., 2006).

De este modo, la PIVE hace parte de las biotecnologias reproductivas que brinda la
posibilidad de producir embriones in vitro a bajo costo, entre otras ventajas como la
reproduccion de animales de alto valor genético y total aprovechamiento de sus ovocitos
obteniendo mayor numero de crias de una misma donante en el transcurso de su vida. Por otro
lado, permite también obtener descendencia de animales que deben ser sacrificados, con

problemas reproductivos o de avanzada edad (Mucci et al., 2006).

2.2.4 Colecta y seleccion de ovocitos

Las hembras bovinas al nacer poseen 75.000 6vulos en cada ovario, Sin embargo, solo se
obtienen de 4 a 5 crias por animal en el transcurso de su vida (Smeaton et al., 2003). En relacion
con esto, se pueden estar perdiendo hembras con alto valor genético, por lo que con la colecta de
ovocitos inmaduros se busca el aprovechamiento de estos animales antes de ser descartados o de
su muerte; preservando su genética con la PIVE obtenidos de dichos ovocitos (Gonella et al.,

2013).

Asi pues, en un ciclo estral normal el nUmero de ovocitos se determina por la dindamica
folicular al momento de la aspiracion, donde de acuerdo con la teoria de desarrollo folicular en

ondas, el nimero de foliculos presentes en el ovario va a depender del dia del ciclo estral en el
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que se encuentre el animal (UNAM, 2021). De este modo, las bufalas se caracterizan por
presentar de una a tres oleadas foliculares, con predominio de ciclos de dos ondas (Sanchez et

al., 2019).

Entre tanto, la colecta de los ovocitos se puede realizar mediante dos formas: por OPU o
con ovarios recuperados de la planta de beneficio, la OPU consiste en puncionar los foliculos de
hembras vivas para la obtencion de los ovocitos mediante aspiracion guiada por ultrasonografia;
generalmente se hace uso de un transductor convexo, por su facilidad y eficiencia en la fijacion y
el cambio de posicién del ovario, asi como una mejor apreciacion de foliculos pequefios en
comparacion con el transductor lineal, asi pues esta técnica es posible realizarla en cualquier
momento del ciclo estral (Rivera, 2019). En cuanto a la recoleccion de ovocitos obtenidos de
ovarios provenientes de la planta de beneficio, permite obtener crias viables, aun cuando la
donante ha sido sacrificada, estos se transportan al laboratorio y alli se realiza el mismo proceso
de aspiracion o haciendo cortes horizontales del ovario, recolectando su contenido (Quispe et al.,

2018).

Por otro lado, la seleccion de ovocitos para su posterior maduracion abarca una
evaluacion morfoldgica visual de las estructuras, basandose en un criterio de clasificacion
utilizado universalmente, el cual considera dos caracteristicas principales: Las células
del cumulus; nimero de capas de células y compactacion de las mismas y apariencia del
citoplasma (UNAM, 2021). Esto permite que haya una clasificacion de los ovocitos en cuatro
grados segun su morfologia (Tabla 1), donde los grado 1 y grado 11 se consideran aptos para el

proceso de maduracion in vitro.
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Tabla 1

Clasificacion de ovocitos

Grado I. Gran potencial de desarrollo embrionario, cubierto por 4 0 mas
capas de células del cumulus adheridas a la zona pelucida, ooplasma

oscuro, finamente granulado y homogeéneo.

Grado I1. Con 3-5 capas de células del cumulus, ooplasma totalmente
granulado y oscuro, 31 40% de estos comienzan el clivaje después de la
fertilizacion y el 8% desarrollan embriones.

Grado I11. Desnudos, con 1-2 capas de células del cumulus, citoplasma
granulado irregular y vacuolado, el 38% desarrolla clivaje y <1% se

desarrolla hasta blastocito.

Grado IV. Son aquellos ovocitos desnudos y/o con citoplasma

heterogéneo.

Nota: Clasificacion de los CCOs de acuerdo con la morfologia visual de las estructuras, de la calidad del

citoplasma y de las células del cumulus. Fuente: (UNAM, 2021)

2.2.5 Medio de cultivo
Existen diversas clases de medios de cultivo que intentan simular los nutrientes y
componentes que se encuentran en el tracto reproductivo de la hembra, los principales

parametros para obtener un medio de cultivo 6ptimo son:

2.2.5.1 Osmolaridad
Basandose en las secreciones uterinas, lo ideal seria una osmolaridad de 280 + 20
mOsm/Kg. Sin embargo, existe evidencia que indica que valores de alrededor de 245 mOsm/Kg

favorecen el desarrollo embrionario (Mucci et al., 2006).



26
INFORME DE PASANTIA 2023 — 1 BUFASUR

2.2.5.2 pH

En la mayoria de las producciones in vitro de embriones mamiferos estos desarrollan un
pH neutro o ligeramente alcalino, pudiéndose considerar 7,2 y 7,6 un pH idéneo (Mucci et al.,

2006).

2.253C0O2y 02

La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5% CO?2 en aire para la
maduracion ovocitaria y fertilizacion, y 5% 02, 90% N2 y 5% CO2 para el desarrollo
embrionario. Valores similares a los contemplados en el oviducto de algunas hembras mamiferas

(Mucci et al., 2006).

2.2.5.4 Fluido oviductal

Siendo el bovino el mamifero que mas se asemeja al bdfalo, respecto a esta especie se
plantean bajos niveles de sodio (Na) y altos niveles de potasio (K), comparados con los niveles
plasmaticos. Asi como: magnesio (Mg), calcio (Ca), bicarbonato (HCOs), sulfatos y fosfatos

(Mucci et al., 2006).

2.2.5.5 El agua

Es el componente con mayor proporcién en cualquier medio de cultivo, por lo que su
grado de pureza debe ser alto, ya que esta estrechamente relacionado con el desarrollo

embrionario (Mucci et al., 2006).

El grado de pureza del agua puede ser controlado mediante la determinacion de su
resistencia al paso de la corriente eléctrica, cuanto mayor sea esta, mayor sera su pureza; la

mayor resistencia ofrecida es 18,3 megaohms-cm a 25°C (Mucci et al., 2006).
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2.2.5.6 Fuente de energia

Las fuentes de energia mas utilizadas en medios de cultivo para el embrién durante los
primeros estadios son, en general, el lactato, el piruvato y la glucosa. En el caso de la glucosa, a
partir del estadio de 8-16 células es primordial para la compactacion, la formacion y expansion
del blastocele; donde el cociente ATP-ADP puede disminuir provocando la inhibicion sobre la
enzima fosfofructoquinasa la cual acelera la glucolisis generandose un aumento en el consumo

de glucosa (Mucci et al., 2006).

2.2.5.7 Fuente de proteina

Aminoacidos. Entre las fuentes de proteina mas importantes se encuentran los
aminoacidos que son utilizados como fuente de energia, como buffer intracelular manteniendo el
pH constante y para la sintesis de proteinas, siendo incorporados por transportadores de
membrana especificos regulados en funcién del estadio de desarrollo o en respuesta a sefiales

externas (Mucci et al., 2006).

Se ha comprobado que los aminoacidos no esenciales propician al desarrollo del embrion
en estadios tempranos; las células trofoblasticas que dan origen a la placenta fetal lo utilizan
junto con la glutamina, de mismo modo, los aminoacidos esenciales favorecen el desarrollo en
embriones de mas de ocho células teniendo preferencia de eleccidn la masa celular interna que

origina al feto (Mucci et al., 2006).

Macromoléculas. Las macromoléculas mas empleadas frecuentemente en el cultivo
embrionario incluyen la albimina sérica bovina (BSA) y el suero fetal bovino (SFB). Estos

agregados mejoran la maduracion y desarrollo embrionario, debido a que facilitan el transporte
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de fluidos a través de la membrana celular, favoreciendo la expansion de las células del cumulus

y la produccion de factores que promueven el reinicio de la meiosis (Cruz et al., 2014).

El SFB es una mezcla de compuestos como glucosa, proteinas, vitaminas, oligoelementos
y hormonas que favorecen el crecimiento y adhesion celular (Simancas & Vergara, 2018).
Igualmente, la BSA es una proteina plasmatica que puede unirse a sustancias como acidos
grasos, hormonas, enzimas, entre otras., y transportarlas en sangre hasta sus 6rganos blanco
(Mucci et al., 2006), estas dos macromoléculas ademaés de aportar factores de crecimiento y

ciertas hormonas protegen al embrion en cultivo de sustancias tdxicas (Durén, 2022).

2.2.6 Maduracion in vitro

La maduracion in vitro (MIV) consiste en obtener ovocitos inmaduros a partir de
foliculos ovéricos que podran ser madurados fuera de su ambiente natural, bajo condiciones de
laboratorio en medios especificos (Vargas et al., 2012). Por su parte, Lonergan & Fair (2016)
destacan que: La maduracién ovocitaria es el acontecimiento fisioldgico que precede y es

necesario para el éxito de la fertilizacion y desenvolvimiento embrionario.

Con respecto a lo anterior, la mayoria de los mamiferos se encuentran en estadio de
profase I, esperando una estimulacion que la da ciertos factores de crecimiento y hormonas,
Ilevando a estos ovocitos al estadio de MII (Moor, 2020). Asi pues, en bovinos se necesitan de
20 a 24 horas para que se dé la maduracion nuclear (Lonergan & Fair, 2016), donde el ovocito
progresa desde el estadio de profase de Metafase | hasta el de Metafase I, permaneciendo en
esta hasta el momento en que es fertilizado; alli se completa la meiosis y se forman los
pronucleos (Moor, 2020). A su vez, en el ovocito se debe dar también una maduracion
citoplasmatica que le va a permitir resistir al proceso de fertilizacion, al mismo tiempo que

aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo embrionario temprano (Peléez, 2011).
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Ademas de esto, las condiciones fisicas en las que maduran los ovocitos, asi como el
medio de maduracion a usar van a tener una gran influencia en el resultado final (UNAM, 2021).
Una vez que se completa el periodo de incubacién de la M1V, los ovocitos maduran al
desprenderse del primer corplsculo polar quedando preparados para la fecundacion (Silva et al.,

2017).

2.2.7 Fecundacion in vitro

Una vez finalizada la MIV y teniendo los espermatozoides previamente capacitados, se
debe adecuar el ambiente para la fecundacion; propiciando el adecuado metabolismo de las
células del cimulo y del ovocito, manteniendo a su vez la funcidn espermatica eficiente (Gonella
et al., 2013). Asimismo, la fertilizacion es el proceso en que el ovocito y el espermatozoide,
ambos con un Unico conjunto de cromosomas (haploide), interactdan entre si y se fusionan para
formar un cigoto con un conjunto diploide de cromosomas (2n) (UNAM, 2021). Por tanto, para
que se pueda llevar a cabo esta fusion de gametos, se debe dar la interaccidn espermatozoide-
zona pelucida, donde los espermatozoides reconocen la ZP para posteriormente atravesarla y

fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito (Hamamah et al., 2009).

Igualmente, en la fecundacidn se puede presentar la polispermia, la cual es una anomalia
en donde mas de un espermatozoide puede penetrar al ovocito, generalmente debido al uso de
ovocitos inmaduros que expresan una incorrecta exocitosis impidiendo la dptima dispersion de
los granulos corticales, lo cual facilita la penetracion de la ZP (lzquierdo, 1996). Para evitar esto,
naturalmente se da el bloqueo vitelinico; que consiste en la despolarizacion rapida de la
membrana plasmatica del ovocito, lo cual impide la penetracién de mas de un espermatozoide,

una vez concluido el proceso de fecundacion, los cromosomas paternos y maternos se asocian
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iniciando la formacion del cigoto (Gonella et al., 2013); el cual ya cuenta con un genoma nuevo

y esta listo para pasar a la etapa de incubacion (Vargas et al., 2022).

2.2.7.1 Capacitacion espermatica

Normalmente los espermatozoides eyaculados no pueden fecundar el 6vulo hasta que
hayan permanecido en el tracto reproductivo de la hembra un tiempo determinado. En el bovino
el espermatozoide necesita alrededor de cuatro horas para alcanzar la capacitacion y asi lograr
penetrar al ovocito, para realizar la capacitacion de los espermatozoides in vitro, debe usarse un
medio el cual suministre electrolitos y energia de manera limitada, con metabolitos como la
glucosa, piruvato y lactato lo que favorece la alta disponibilidad de ATP necesario para la

motilidad y otros procesos (Vargas et al., 2022).

Por consiguiente, entre las técnicas mas utilizadas para capacitar los espermatozoides,
basandose en el movimiento de este desde el semen hasta el medio de cultivo son: la técnica de
lavado, “Swim Up” y gradientes de densidad, este ultimo es el que se lleva a cabo en este caso,
ya que permite separar el esperma en sus componentes de acuerdo con la densidad de los mismos

usando el principio de centrifugacion (Vargas et al., 2022).

Por otra parte, una de las principales alteraciones que sufre el espermatozoide en este
proceso es el cambio bioquimico en su membrana plasmatica, con una variacion en el
movimiento del flagelo espermatico, proceso conocido como “hiperactivacion espermatica”, esto
le permitird méas adelante fusionar la membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa,
los espermatozoides ya capacitados son los Unicos capaces de atravesar las células del cumulus,
para asi poder unirse y atravesar también la ZP alcanzando el espacio perivitelino, en donde la

cabeza espermatica se va a adherir firmemente a la superficie del ovocito dandose la fusion de
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las membranas de ambos gametos; esta fusion genera la activacion del ovocito mediante una
cascada de sefiales de transduccién que dan lugar a un cigoto diploide, momento en que se
retoma la meiosis para la posterior transformacion del ovocito en un embridn capaz de

desarrollarse (UNAM, 2021).

2.2.8 Cultivo in vitro

Los embriones que resultan de la FIV de 4 0 més células, deben pasarse a un medio de
cultivo embrionario donde continuaran con su division celular a 8, 16 y 32 células (Duran, 2022).
De este modo, el cultivo de embriones corresponde a la etapa més larga del proceso, donde se
determina finalmente la eficiencia de cada paso y la calidad de los embriones obtenidos siendo
de gran importancia las condiciones de las que debe disponer el medio de cultivo (Ramirez,

2020).

Los medios utilizados para el cultivo in vitro en bovinos se clasifican en tres categorias:
indefinidos, haciendo uso de suero y cocultivo con células somaticas; los semidefinidos es donde
el suero se sustituye por albdmina sérica y se omite el cocultivo; y definidos, cuando el suero es

reemplazado por una macromolécula como PVA o PVP (Duréan, 2022).

De la misma forma, la presion de oxigeno que encuentran la mayoria de los embriones
mamiferos en el tracto reproductivo esta entre el 3,5y el 8%, por lo que al ser cultivados in vitro
se debe asemejar lo mayor posible a esta misma condicién (Gonella et al., 2013). En la mayoria
de los laboratorios, las condiciones que se utilizan para conseguir este ambiente son medios
como el TCM-199 suplementado con hormonas (LH, FSH, estradiol, etc.), antioxidantes
(glutation, cisteamina, cistina), factores de crecimiento y macromoléculas (suero, albumina), en
una atmasfera con un 5% de CO2 a 38,5°C y humedad a saturacion (Duran, 2022). Con respecto

a ello, el objetivo del cultivo in vitro es permitir que los ovocitos previamente fertilizados se
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desarrollen hasta un estadio embrionario de morulas y blastocistos donde estaran aptos para ser

transferidos a una hembra receptora (Gonella et al., 2013).

32
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CAPITULO Il
3.1 Metodologia

3.1.1 Estudio correlacional de variables

3.1.1.1 Estudio de campo

Se basa en un estudio que permite la recopilacién de datos de la realidad, refiriéndose a
“campo” al estar presente en el lugar de los hechos. Este brinda la posibilidad de estudiar los

fendmenos tal como se presentan en su contexto natural (Eugenia, 2022).

3.1.1.2 Estudio descriptivo

En este tipo de estudio se recolecta la informacion sin manipular las variables que pueden
influir en el lugar original del objeto de estudio. Asi mismo, se define como “cualquier estudio

que no es verdaderamente experimental” (Eugenia, 2022).

3.1.1.3 Estudio no experimental

Este estudio se realiza sin la manipulacion deliberada de las variables. Basicamente, se

basa en observar los fendmenos en su contexto natural y luego analizarlos (Marisela, s.f.).

3.1.2 Poblacion total
Para la aspiracion en animales vivos se reunié un lote de 40 bafalas de las razas Murrah y
Mediterranea mezcladas entre si; para la recoleccion de ovarios procedentes de la planta de

beneficio, se seleccionaron 6 bufalas destinadas al sacrificio que se realiza semanalmente.

3.1.3 Muestra
De las 40 bufalas reunidas en total, se escogieron 17 de estas, las 6 hembras con destino a
planta de beneficio todas se incluyeron en la muestra; de este modo, recolectando un total de 12

ovarios.
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3.1.4 Variables

Para la seleccion de los animales a aspirar en vivo se tuvieron en cuentas variables como:

e Bdfalas con promedio de 56 meses de edad.

e Condicién corporal entre 2.5y 3.5.

e Donadoras con buenos antecedentes reproductivos; sin problemas en los partos, sin
registro de abortos o retencion placentaria y libres de enfermedades.

e Indices de produccion lactea con un promedio de 6 litros de leche/dia.

e Tamario ovarico superior a 1.5 cm de longitud.

e Tamafio folicular igual 0 mayor a 2 mm y capacidad de manipulacion del ovario por parte

del aspirador.

Para el caso de las bufalas destinadas a la planta de sacrificio, se traté de animales que

presentaban:

e Condicion corporal entre 2.0 y 3.0.

e Libres de cualquier patologia.

e Con registros de produccidn lactea menor a 5 litros de leche/dia y presencia de un
pezon de més o alteraciones en la morfologia de estos.

e Al momento de la aspiracion folicular se consideraron todos los ovarios, y

foliculos de 1 mm o mayor a este.

3.1.5 Recoleccion de ovocitos
La extraccion de ovocitos en las bdfalas de raza Murrah y Mediterranea se llevo a cabo de

dos formas:
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1) Por medio de recoleccién individual mediante OPU realizada en 17 bdfalas, la cual
consistio en efectuar una aspiracion folicular en animales vivos en este caso a cada una de las
hembras donantes; realizando una anestesia previa donde se aplicé 5ml de lidocaina via epidural,
con el objeto de que el animal no presentara dolor ante la manipulacion, asi mismo, evitando los
espasmos para mejor movilidad del aspirador. Una vez preparado el animal se procedi6 a
puncionar los diferentes foliculos que presentara el ovario con aguja calibre 18 guiada por
ultrasonografia, donde a medida que se iban aspirando, estos se depositaban en un tubo tipo

falcon de 50ml precalentado a 37°C para su posterior transporte al laboratorio.

2) Por recoleccidn de ovarios provenientes de la planta de beneficio, donde se obtuvo un
total de 12 ovarios de las bufalas donantes destinadas a sacrificio. Los ovarios se recuperaron en
la planta de beneficio y se transportaron al laboratorio en una cava portatil con agua a
temperatura de 37°C, una vez alli, los ovocitos se recuperaron de los foliculos mediante

aspiracién con aguja de calibre 18.

En los dos métodos aplicados, a medida que se iban recolectando los ovocitos, estos se
pasaban a tubos de centrifuga de 5ml los cuales contenian solucién salina al 0,9%, alcohol de
polivinilo (PVA) (4ml/L), penicilina benzatinica (0,03 g) y heparina (0,22-0,5 ml). Solucién que
debia estar a una temperatura de 37.5°C, con la ayuda de un calentador de tubos, para

posteriormente ser transportados en el menor tiempo posible al laboratorio.

3.1.6 Maduracion in vitro

En esta fase, la solucién mencionada anteriormente se vertié en un filtro logrando que
solo quedaran los ovocitos en el fondo de este; se posiciono el filtro sobre una placa de Petri de
60 mm con solucién salina al 0,9% en su interior haciendo que los ovocitos quedaran dispersos

en la solucidn, todo esto sobre una platina térmica para mantener la temperatura adecuada.
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Posterior a eso, se paso el contenido aspirado a una placa de Petri de 60mm previamente
rayada con lineas verticales al microscopio para realizar una bldsqueda en zigzag de los ovocitos;
en donde se seleccionaron los ovocitos de grado | y grado 11 con una micro pipetay se
trasladaron a un tubo Eppendorf el cual contenia 1 ml de medio de maduracion, repartidos 975
pL de TCMcultivo y 25 pL de suigonan (gonadotropina corionica); una vez en este, se ingreso el

tubo a incubar de 22 a 24 horas a una temperatura de 39°C y 5% de CO2.

3.1.7 Fertilizacion in vitro

1 hora antes de finalizar el tiempo de maduracion in vitro, se prepar6 el medio de cultivo
para la fertilizacion in vitro; correspondiente a la mezcla del medio Fert-Talp (4,5 ml) + APG
(albumina-piruvato-gentamicina) (500 pL) + HHE (hipotaurina-heparina-epinefrina) (50 uL),
adicionando aceite para evitar la evaporacion, dejandolo en la incubadora a 38°C y 5% de CO2,

esto con el fin de estabilizar el medio.

Como segundo paso se paso a realizar la capacitacidn espermatica usando BoviPure
(Gradiente de densidad) en donde se prepararon dos soluciones: la primera al 40%; mezclando
300 uL Bovidilute + 200 pL BoviPure y la segunda al 80%; mezclando 100 pL Bovidilute + 400
pL BoviPure. Una vez obtenidas las dos soluciones, se dispuso la solucion BoviPure al 40%

sobre la solucion al 80% en un tubo Eppendorf.

Seguido a esto, se continud descongelando la pajilla de semen a usar por un minuto a
30°C. Una vez descongelado, se coloct una capa de semen sobre la mezcla de BoviPure y se
paso a centrifugar a 300 x g durante 10 minutos con el fin de aislar y purificar los
espermatozoides. Se retiro el sobrenadante, dejando aproximadamente 50 pL de sedimento al
que se le adiciono 750 pL de Fer-Tap-APG y se pasoé a centrifugar a 400 x g durante 3 minutos

para lograr lavar el sedimento; se repitio este paso dos veces, adicionandole HHE en la segunda



37
INFORME DE PASANTIA 2023 — 1 BUFASUR

ocasion; finalmente, se dejaron entre 50 a 70 pL de sobrenadante y se paso el tubo a la

incubadora.

Una vez ya capacitados los espermatozoides, se continud el proceso con los ovocitos, los
cuales se pasaron a gotas de lavado con Fert-Talp organizadas de a tres alicuotas en una caja de
petri de 60 mm, donde se iban movilizando desde la primera hasta la ltima. Se trasladaron los
ovocitos al medio de fertilizacion y se les afiadio de 4 a 7 pL de semen por cada 25 ovocitos,

pasando a incubar de 18 a 20 horas a 39°C y 5% de CO2.

3.1.8 Cultivo in vitro

Se inicid con la preparacion y pre-incubacion de las placas una hora antes, se transfirieron
los cigotos a una placa de Petri con TCMair, donde se desnudaron por medio de pipeteo, y a su
vez se retiraron las células del cimulo restante con una pipeta. Teniendo ya los cigotos desnudos,
se pasaron a gotas de lavado con medio SOFaa y se posicionaron de 5 a 8 cigotos por gota de
medio de cultivo. Por ultimo, se le adiciono aceite al medio y se paso a incubar a 39°C y 5% de
CO02, donde se dejaron de 7 a 8 dias hasta completar su division celular hasta la etapa de

blastocito.
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4.1 Resultados

Para los resultados obtenidos, fueron aspirados 46 ovarios de los cuales se recolectaron

286 COCs; 180 mediante OPU (Tabla 2) y 106 de ovarios obtenidos de la planta de beneficio

CAPITULO IV

38

(Tabla 3), los cuales se clasificaron para ser cultivados in vitro dejando solo los ovocitos grado |

y grado Il siendo los Unicos aptos para este proceso.

Tabla 2

Cantidad de ovocitos OPU

Total Ovocitos OYOC'tOS # Presuntivos  # Presuntivos
Donadora Cultivados In . . .
Recolectados Vitro zigotos dia 3 zigotos 7-8
No. 1 15 15 11 4
No. 2 15 14 11 7
No. 3 15 15 5 2
No. 4 15 14 5 1
No. 5 13 9 8 3
No. 6 12 11 10 6
No. 7 2 1 0 0
No. 8 7 7 3 2
No. 9 17 16 9 3
No. 10 10 9 2 0
No. 11 15 13 9 4
No. 12 5 2 1 0
No. 13 11 9 4 1
No. 14 9 9 4 2
No. 15 8 8 3 3
No. 16 5 5 2 0
No. 17 6 2 2 0

Nota: En esta tabla se muestra la cantidad de ovocitos viables observados en diferentes dias obtenidos

mediante OPU. Fuente: Elaboracion Propia (2023)
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Tabla 3

Cantidad de ovocitos planta de beneficio

No. De Total Ovocitos OYOC'tOS # Ovocitos Dia # Ovocitos Dia
Ovarios Recolectados CUIt'V.adOS In 3 7-8
Vitro
No. 1 7 7 5 2
No. 2 5 2 2 1
No. 3 13 9 5 3
No. 4 11 9 6 4
No. 5 15 10 8 4
No. 6 5 4 2 0
No. 7 7 5 2 2
No. 8 9 8 4 2
No. 9 11 8 6 5
No. 10 8 5 3 1
No. 11 6 4 2 0
No. 12 9 7 5 2

Nota: En la tabla anterior se muestra la cantidad de ovocitos viables observados en diferentes dias
obtenidos a partir de ovarios provenientes de la planta de beneficio. Fuente: Elaboracién Propia (2023)

Al dia 3 se evalu0 los posibles zigotos que iniciaron la division celular con presencia de
4-8 células (Figura 1). Finalmente, al dia 7 y 8 se observaron el total de zigotos que lograron su
desarrollo final a blastocito y asi mismo, los que se quedaron en etapa de morula (Figura 2).

Figural

Embrion dia 3

39
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Nota: En la figura 1 se observa sefialado el embrién en el dia 3, con presencia de 4 células

aproximadamente. Fuente: Elaboracion propia (2023)

Figura 2
Embrion dia 7-8
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Nota: En la figura 2 se observa el embrién en el dia 7-8, donde se evidencia en la imagen A) la formacion
de morulas (Mo) con presencia 16 a 32 células, y en la imagen A y B) los embriones que lograron su desarrollo final
a blastocito (Bx). Fuente: Elaboracién propia (2023)

En la Figura 3, se puede observar la cantidad de blastocitos obtenidos mediante los dos
sistemas de recoleccion de ovocitos. Donde por medio de OPU, de los 180 ovocitos recolectados
se desarrollaron 38 hasta la etapa de blastocito representando un 21,1% del total; mientras que,
de los ovarios provenientes de la planta de beneficio, de los 106 ovocitos recolectados en total,
26 se desarrollaron hasta la etapa de blastocito representando un 16,3%. En total de los 286

COCs iniciales, se obtuvo un 22,3% de embriones en etapa de blastocitos.
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Figura 3

Cantidad total de ovocitos desarrollados a blastocito
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Nota: En la anterior figura se muestran la cantidad total de ovocitos desarrollados a blastocito mediante los

dos sistemas de recoleccion. Fuente: Elaboracion propia (2023)
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4.2 Discusion

Distintos factores pueden influir en el nimero de ovocitos recolectados, tales como los
tratamientos hormonales, el nimero de aguja de puncion, la frecuencia de la aspiracion, la
resolucion del equipo utilizado, el tamafio de los foliculos y la raza (Merton et al., 2003). En este
caso se recolectaron ovocitos de hembras de la raza Murrah y Mediterrdnea que no estuvieran bajo
ningun tratamiento hormonal, donde se puncionaron foliculos mayores o igual a 2 mm, todos con
aguja de calibre 18; en el caso de los ovarios obtenidos de la planta de beneficio, los foliculos
puncionados iban de 1 mm en adelante. Obteniendo como mayor cantidad 17 ovocitos recolectados

hasta un minimo de dos ovocitos recolectados por animal.

Igualmente, Gonella., et al (2013) mencionan que uno de los mejores métodos para la
recolecta de ovocitos de una forma menos traumatica e invasiva es por medio de la OPU ya que
esta misma no requiere una estimulacién hormonal y se puede asistir de forma rapida, ademas de
esto también garantiza una obtencion de un nimero mas elevado que por otro tipo de métodos
utilizados. Mientras que, por otro lado, Nagano (2019) indica que los ovocitos recuperados de la
planta de beneficio son de mejor calidad y mayor cantidad en comparacion a los recuperados por
OPU. Con respecto a los resultados obtenidos, en este trabajo se obtuvo un mayor nimero de
ovocitos por ovario en los recuperados de la planta de beneficio a comparacion de la técnica de
OPU. Debido a que los primeros mencionados estan exentos de factores que limitan su calidad
como la presion de vacio y el diametro de la aguja utilizados durante la aspiracion (Quispe et al.,
2018). Adicionando el hecho que mediante la recoleccion por OPU el manejo con el ovario se hace
mas dificultoso para el aspirador, ya que el animal puede presentar distintas caracteristicas como
cuernos uterinos muy enrollados, poca movilidad del aparato reproductor u ovarios muy fijos al

mesovario lo que impide su correcta manipulacion y rotacion.



43
INFORME DE PASANTIA 2023 — 1 BUFASUR

De acuerdo con Mucci et al., (2006) determinan que dentro del proceso de produccion de
embriones de bovinos se debe procurar realizar este mismo en condiciones Optimas y utilizando
los elementos que propicien los resultados positivos, en esta medida se detalla que el uso de
sueros permite la calidad de la composicion quimica necesaria para la produccion de évulos y
desarrollo embrionario eficaz especialmente en los primeros estadios del mismo. De acuerdo con
esto, se logro evidenciar dentro del presente proyecto que el uso de suplementos proteinicos
como lo fueron el Fert-Talp (4,5 ml) + APG (albumina-piruvato-gentamicina) (500 puL) + HHE
(hipotaurina-heparina-epinefrina) (50 pL), propiciaron la obtencion de los ovocitos cultivados,

asi como su supervivencia.

De igual forma Murrilo (2016) demuestra que otro aspecto fundamental dentro de las
condiciones dptimas para el desarrollo embrionario se encuentra la temperatura, donde estos
ovocitos deben permanecer en una incubadora con temperatura constante cercana a los 39°C por
22 a 24 horas, ademas de esto, también, se debe procurar que en atmdsfera exista 5% de CO2
con aire y humedad saturada, para permitir que no haya pérdidas dentro del proceso productivo;
en relacion con lo reportado en la literatura, se realizé dentro del presente proyecto la adecuacion
del ambiente idoneo para el cultivo de los ovocitos donde se ingresaron en un tubo a incubar de
22 a 24 horas a una temperatura de 39°C y 5% de CO2 dando correspondencia a lo que muestran

ciertos autores como el anteriormente mencionado.

Por su parte, Merton et al., (2003) aseguran que existen diversos factores que influyen
dentro del proceso de desarrollo embrionario a través de este tipo de fertilizacion in vitro, como
lo puede ser la edad de los animales, las razas, asi como los procedimientos de recoleccion de
ovocitos y el toro de referencia utilizado, esto igualmente se encuentra relacionado con respecto

a la comparacion de los sistemas o laboratorios OPU-IVP, donde se detalla que aquellos
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provenientes de plantas de beneficio se logra obtener entre 15y el 60 % de crecimiento de
ovocitos en el dia 7; sin embargo, dentro de los resultados fue posible evidenciar que la
supervivencia de ovocitos obtenidos de la planta de beneficio no fue satisfactoria hasta el dia 7
de desarrollo donde se presentaron diversas pérdidas alcanzando la etapa de blastocito solo el
16,3% del total, posiblemente por las caracteristicas de las bufalas utilizadas y su condicion

nutricional.

Segun los resultados donde se obtuvo un 22,3% de embriones en etapa de blastocito, de los
286 COCs recolectados, en comparacion con otros estudios en bufalos se obtuvieron valores
cercanos donde de acuerdo con Gamarra (2015) el 19% alcanzaron el estadio de blastocisto, y en
bovinos con valores de 31,6% para embriones cultivados en KSOM y 29,5% para embriones

cultivados en HTF modificado (Ahuja et al., 2009).

En cuanto a los medios de cultivo utilizados, es dificil establecer comparaciones con los
diferentes autores, pues todos no son exactamente iguales, ya que presentan cambios en la
composicion de los medios y suplementos que afectan a mas de un componente, por lo que las
diferencias no pueden atribuirse a un solo factor (UNAM, 2021). En el presente estudio se pudo
determinar que los medios de cultivo utilizados para PIVE en bovinos, fueron eficientes en la
produccion de blastocistos en bafalos. Lo que representa una alternativa en las técnicas de

reproduccion de esta especie.
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CAPITULOV

5.1 Conclusion

Las producciones bufalinas se caracterizan por presentar altos indices reproductivos y con
rapido desarrollo corporal, asi como animales con buenas aptitudes en la produccion de carne y
leche. Por lo que este potencial genético puede ser multiplicado mas rapidamente a través de

biotecnologias como la PIVE.

Teniendo en cuenta que el periodo de gestacion en la especie bufalina tiene una duracion
de 310 a 330 dias, en el cual se tiene una cria por parto. La PIVE es una alternativa que permite la
obtencion de mayor namero de embriones por animal, incrementando las crias en el caso de

animales de alto valor genético.

Por otro lado, esta biotecnologia no genera costos elevados si lo relacionamos con los
resultados. Con la ventaja de que mediante la PIVE se evita la transmision de enfermedades
venéreas Y otros tipos de trastornos reproductivos; que, a comparacion de la especie vacuna, en las

bufalas la prevalencia en los desérdenes y patologias reproductivas se dan en menor medida.

La bufalocultura ofrece ventajas competitivas a nivel productivo y de crecimiento de la
economia, por lo que se debe ampliar el estudio y las practicas de estas biotecnologias

reproductivas en hatos bufalinos.



46
INFORME DE PASANTIA 2023 — 1 BUFASUR

5.2 Recomendaciones
Llevar un mejor manejo del animal al momento de ingresarlo al brete, evitando el mayor
estrés posible y asi manipular con facilidad el tracto reproductor de la hembra al momento de

realizar la aspiracion mediante OPU.
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