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Variabilidad epigenética en la produccion de embriones in vitro de dos bovinos
clonados por biparticion embrionaria

Epigenetic variability in the production of in vitro embryos from two boves cloned by
embryo bipartition

Miguel Angel Arista Ruiz'; Nilton Luis Murga Valderrama’

RESUMEN

En la presente investigacion se determind y compard variabilidad epigenética en la produccion de embriones in
vitro de dos bovinos homocigotos de la raza Aberdeen Angus. Los ovocitos se obtuvieron de matadero y fueron
madurados y fecundados por el método convencional. Posteriormente se cultivaron por 7 dias en gotas de 90 pul de
medio fluido oviductual sintético (SOF) cubiertos con aceite mineral. A los 7 dias de cultivo se evaluo la
produccidn total de embriones (blastocistos iniciales (Bi), blastocistos (Bl) y blastocistos expandidos (Bx)),
presentando mayor porcentaje el ejemplar JTRM 27.86% a comparacion del ejemplar VTRM 23.86% (p<0.05) y
encontrando diferencia estadistica significativa.
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ABSTRACT

In the present investigation, epigenetic variability in the production of in vitro embryos of two homozygous cattle
of'the Aberdeen Angus breed was determined and compared. The oocytes were obtained from slaughterhouse and
were matured and fertilized by the conventional method. Subsequently, they were grown for 7 days in 90 pl drops
of synthetic oviductual fluid medium (SOF) covered with mineral oil. After 7 days of culture, the total production
of embryos (initial blastocysts (Bi), blastocysts (Bl) and expanded blastocysts (Bx)) was evaluated, with a higher
percentage of the JTRM specimen 27.86% compared to the VTRM specimen 23.86% (p < 0.05) and finding
significant statistical difference.
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I. INTRODUCCION

En las ciencias médicas los gemelos homocigotos
constituyen un grupo idéneo para abordar el estudio
de las variabilidades epigenéticas, etc. La
epigenética estudia las variaciones hereditarias que
ocurren sin que cambie la secuencia del ADN, es
decir, de los cambios en la funcion de los genes que
no afectan la secuencia del ADN, si no por
modificaciones que tienen lugar principalmente en
las citosinas de éste y en las histonas de la cromatina.
Se ha determinado que las modificaciones
epigenéticas son mucho mas frecuentes que aquellas
que modifican la secuencia del ADN, por lo que
constituyen uno de los fundamentos de la diversidad
biologica. (Gonzales, Diaz y Diaz-Anzaldua, 2008)
El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad
fecundante de cada toro es el principal objetivo en la
produccién de semen bovino (Quintero, Mayorga y
Cardona, 2017).

La prediccion de la capacidad fecundante del
esperma es técnica y econdémicamente muy
importante, en especial cuando se trabaja con
reproductores que estan en centros de inseminacion.
Los investigadores en el mundo han desarrollado
varias pruebas relacionadas con la calidad de semen
y su morfologia (Barth, 1992), motilidad
espermatica (Kjaestad et al., 1993; Holt et al., 1997),
componentes bioquimicos del semen (Hirao, 1975),
presencia de cromosoma intacto (Correa et al.,
1997), integridad de membrana plasmatica (Perez et
al., 1997), concentracion de espermatozoides
seleccionados por swim up (Zhang et al., 1998),
reaccion acrosdémica (Januskauskas etal., 2000), etc.
La produccién de embriones in vitro se ha
desarrollado y utilizado para la produccion de crias

de alto valor genético de diferentes especies (Palmer
et al., 1991). Esta técnica implica la maduracion in
vitro de ovocitos (MIV), fecundacién in vitro de
ovocitos (FIV) y el cultivo in vitro de ovocitos
fecundados (CIV) hasta el estadio de blastocisto. A
través de los afios, muchos estudios, realizados
principalmente en bovinos, han demostrado que el
donante del semen influye en gran medida el
resultado fecundacion y cultivo de embriones (Shi et
al., 1990; Shamsuddiny Larsson, 1993).

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

II. MATERIAL Y METODOS

I1Bachiller en Ingenieria Zootecnista de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas.

2Médico Veterinario. Investigador del Instituto de
Ganaderia y Biotecnologia de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas. E-mail:
nmurga.fizab@untrm.edu.peLugar de estudio

La investigacion se realizo en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal, Reproduccidén y
Mejoramiento Genético de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas
(UNTRM).

Materiales

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

Materiales Material biolégico y reactivos Equipos
Termo de transporte de ovarios Ovarios recolectados de camal Bafio maria
Tyera Solucion salina al 0.9% Estereoscopio
Termometro Medio de manipulacion Microscopio
Set de Tips de 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl ¥ 1000 pl Medio de maduracion Cabina de bioseguridad
Guantes quirirgicos
Set de Micropipetas de 10 pl. 20 pl, 100 pl, 200 ply 1000 pl - Medio de fecundacidén Incubadora de co2
Papel toalla estacionaria
Botas de jebe Medio de cultivo Platina térmica
Overol Semen bovino Centrifuga
Vaso bicker Percoll al 45% Balon de gas CO2
Jeringa de 10 ml Percoll al 90%

Aguya hipodérmica 18 G
Tubos falcon de 15 ml
Pipetas Pasteur

Placas de 35, 70 ¥ 100 mm
Tubos eppendort’

Portaobjetos v cubreobjetos

Alcohol al 70%
Aceite mineral

Agua vltrapura

Agua destilada
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Seleccion de los animales donantes de 6vulos

Las vacas Brown swiss cruzadas a donar los ovarios
se seleccionaron del camal municipal de la ciudad de
Chachapoyas, previo al beneficiado, se realizd una
evaluacion ante mortem como el estado sanitario,
edad del animal por el numero de sus incisivos,
seleccionando a los que se encuentren entre 3 y 5
aflos indicativo que ya se encuentren en edad
reproductiva y que por lo menos hayan tenido un
parto (4 - 8 dientes) (Casas etal.,2001).

Obtencion de los ovarios y aspiracion del
complejo ovocito-ciimulos (COCs)

Para la recoleccion de los ovarios se tuvo en cuenta
que se encuentren todas las estructuras ovaricas
como foliculo primario, foliculo secundario, cuerpo
hemorrédgico, cuerpo luteo, etc. Los o6vulos se
recuperaron de los foliculos ovaricos entre los 2 mm
y 7 mm a través de la técnica de aspiracion folicular
con una jeringa hipodérmica de 10 ml y una aguja
18G. Finalmente se realizé la busqueda y
categorizacion (calidad Ay B) (De Loos etal., 1992y
Sato et al., 1990) en un estercoscopio mediante la
observacion.

Maduracion in vitro de los complejos ovocito-
cumulos (COCs)

Después de larecuperacion y clasificacion, los COCs
de calidad A y B (viables) fueron lavados dos veces
en medio de manipulacion. Se colocaron 25 6vulos
por microgota de 90 ul con medio de maduracion,
cubiertas con 4 ml de aceite mineral, en placas FIV de
35 mm, que previamente fue equilibrada como
minimo por 2 horas en condiciones de 5% CO2, 38,5
°C y humedad sobre 90% en la incubadora.

Fertilizacion in vitro de los complejos ovocito-
cumulos (COCs)

Para la fertilizacion se usé semen criopreservado de
dos bovinos gemelos homocigotos clonados por
biparticion embrionaria de raza Aberdeen Angus;
JTRM y VRTM que fueron clonados por biparticion
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N° total de embriones

embrionaria.

Es importante afirmar también que al momento de la
colecta, el semen de estos toros; al evaluar las
caracteristicas seminales como volumen, pH,
motilidad masal, motilidad individual, concentracion
y morfologia, no presentaban diferencias
estadisticas significativas entre ambos ejemplares.
Después de las 24 horas de maduracion en promedio,
los ovocitos fueron fecundados por 18 horas, se
adicion6 10 pl de espermatozoide por microgota,
seleccionados por el método de Percoll y diluido en
igual proporcion con medio de fecundacion.

Cultivo in vitro de embriones

Los embriones resultantes de la FIV,
aproximadamente 18 horas post inseminacidn, se
desnudaron los ovocitos casi completamente por
pipeteo en las mismas gotas de medio de fecundacion
y se lavaron en medio de cultivo antes de transferirlos
a microgotas de medio de cultivo CIV de 90 pl,
cubiertas de 4 ml de aceite mineral, donde los
embriones continuaron su division celulara 8, 16y 32
células hasta el dia 7 de cultivo y llegar al estadio de
blastocistos.

Diseifio de la investigacion

Se utilizo el disefio pre experimental con post pruebas
en dos grupos y con muestras diferentes. Se
realizaron en total 24 repeticiones por cada toro.

IT1. RESULTADOS

Produccion total de embriones

La produccion total de embriones es la sumatoria de
los embriones que llegaron hasta los estadios de
blastocisto inicial, blastocisto y blastocisto
expandido, la figura 1 muestra el numero de
embriones por repeticion de los dos toros. El
porcentaje total de embriones para el toro JTRM fue
de 27.86%a, mientras que para el toro VIRM fue de
23.86%b de un total de 244 6vulos fecundados.

1 234567 8 9101112131415161718192021222324
Repeticion

=#=Toro JTRM =#=Toro VIRM

Figura 1. Evaluacion de la produccion total de embriones
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Produccion de blastocistos iniciales 244 6vulos, con promedios porcentuales de 21.31%a
La figura 2 muestra los nimeros de embriones por parael toro JTRM y 14.77%b para el toro VTRM. La
repeticion que llegaron hasta el estadio de diferencia porcentual para esta variable es 6.54%.

blastocistos iniciales después de la fecundacién de

1 23456 78 9101112131415161718192021222324
Repeticion

N°¢ de blastocistos iniciales

=@==T0oro JTRM =#=Toro VITRM

Figura 2. Evaluacion de produccidn de blastocistos iniciales.

Produccion de blastocistos total de dvulos fecundados (244) para los toros JTRM
La media en porcentaje de blastocistos que lograron y VTRM respectivamente detallada en la figura 3 sin
llegar hasta este estadio es de 5.73%a y 7.95%a del encontrar diferencia estadistica para esta variable.
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Repeticion
=—e=Toro JTIRM =#=Toro VIRM
Figura 3. Evaluacion de produccion de blastocistos.
Produccion de blastocistos expandidos VTRM la media fue de 1.13%a, del total de 6vulos
El valor promedio de la produccién de blastocistos que llegaron a ser fecundados, encontrando una
expandidos que arrojaron las 24 repeticiones fue de diferencia porcentual del 0.31% y esto a la vez no
0.82%a para el toro JTRM, mientras que para el toro demuestra una diferencia significativa.
2
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N° de blastocistos
expandidos
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Repeticiones

—8—=Toro JTRM =#=Toro VIRM

Figura 4. Evaluacion de produccién de blastocistos expandidos
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Tabla 2: Resultados de significancia para todas las variables

Nombre .

del toro Bi Bl Bx TE
%

JTRM 21.312 5.73 0.82 27.86%

VTRM 14.77° 7.95 1.13 23.86°

Bi: blastocistos iniciales. Bl: blastocistos. Bx: blastocistos expandidos. TE: total de embriones
*" letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativa

VI. DISCUSION

El mejor indicador de eficiencia en produccion de
embriones in vitro es la cantidad y calidad de
blastocistos producidos al dia 7 post fecundacion
(Lonerganetal., 2006).

Segun Rizos et al., (2002) solo el 30 a 40% de los
ovocitos iniciales tienen la capacidad para llegar al
estado de blastocistos. En esta investigacion los
porcentajes de produccién embrionaria estuvieron
por debajo de los promedios 6ptimos de produccion
(27.86% el toro JTRM y 23.86% el toro VTRM).
Bonilla et al., (2018) también encontraron resultados
de produccién de embriones in vitro cercanos a los
encontrados en esta investigacion donde sus
resultados fuero de 22.2% con semen de toros Bos
taurus. Estos resultados también los presentan
Medina et al., (2002) donde los valores de
produccion embrionaria fueron de 26,3% y 28,8% de
dos toros diferentes, pero se contradicen a los
resultados de la investigacion de Palma et al., (2007)
ellos encuentran un porcentaje de produccion de
blastocistos del 33,6%, Presicce et al., (2011) de
39.8% y Dayan (2001) 36.2%. Sin embargo, Urrego
et al., (2008) muestra una tasa inferior de embriones
que los resultados encontrados en esta investigacion
que vandesdeun 18 a20%.

V. CONCLUSIONES

La mayor produccion total de embriones in vitro en
los estadios de blastocistos iniciales (Bi),
blastocistos (Bl) y blastocistos expandidos (Bx) se
obtuvo con el uso del semen del ejemplar JTRM
27.86%, frente al uso del semen del ejemplar VITRM
23.86%. Finalmente la variacién epigenética
estadisticamente significativa en la produccion de
embriones in vitro difiere en 4%.
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