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RESUMEN: El presente trabajo se realizd con el objetivo de establecer una metodologia para la
obtencion de embriones en Bubalus bubalis en condiciones tropicales. Se trabajé con ovarios de
hembras bufalinas faenadas de 66+6 meses de edad y 475+25 kg de peso, de los que se extrajeron los
complejos cumulo-ovocitos inmaduros por el método de puncioén folicular de los foliculos que
presentaban diametros menores de 3 mm, entre 3 y 5; los mayores de Smm con una aguja de 18 G
adosada a una jeringuilla de 10 mL. La maduracion in vitro se realizdo en medio TCM199 y se evalud
mediante la condensacion de la cromatina y la presencia del primer cuerpo polar. La fertilizacion in
vitro se hizo en medio Talp-Fértil utilizando pastillas de semen bubalino congelado, a una
concentracion de 4x10° spz/mL. Los embriones se cultivaron sobre una monocapa de células del
cumulo en medio SOFaa. Se contabilizaron 8,02 foliculos/ovario de diferentes diametros con una
relacion folicular segin su diametro de 53,01 %, 28,23 % y 18,75 %. Se obtuvo 3,93 CCO/ovario de
recoleccion y, a partir de estos, se madurd el 58 %, pasaron a la fertilizacion en grupos de 25 a 35
ovocitos por 400 puL. de medio, llegando al 38,79 % de clivaje y 17 % de embriones bubalinos que
desarrollaron adecuadamente hasta blastocito. A partir de estos resultados se concluye que el protocolo
mas apropiado para la mejora genética de la especie es la combinacion de la técnica de puncion
folicular de los ovarios, seguido de la maduracion de los ovocitos durante 24 horas en condiciones
similares a las del bovino, pero fertilizados con 4x10° spz/mL, seguido de cultivo en medio SOFaa.
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ABSTRACT: The present work was aimed at establishing a methodology for obtaining Bubalus
bubalis embryos under tropical conditions. The study was focused on ovaries of slaughtered buffalo
females of 66 + 6 months of age and 475 + 25 kg of weight, from which the immature cumulus-oocyte
complexes were extracted by the follicular puncture method, having diameters less than 3 mm,
between 3mm and 5mm; and those greater than 5 mm using an 18 G needle attached to a 10 mL
syringe. In vitro maturation was carried out in TCM199 medium and it was evaluated by chromatin
condensation and the presence of the first polar body. In vitro fertilization was performed in Talp-
Fertile medium using frozen buffalo semen tablets, at a concentration of 4x10°¢ spz/mL. Embryos were
cultured on a monolayer of cumulus cells in SOFaa medium. There were 8.02 follicles/ovary with
different diameters: 53.01 %, 28.23 % and 18.75 %. There were 3.93 COC/collection ovaries and,
from them, the 58 % was matured. They passed to the fertilization stage in groups of 25 to 35 oocytes
per 400 puL of medium, reaching 38.79 % of cleavage and 17 % of buffalo embryos, which developed
properly until reaching the blastocyst stage. Based on these results it is concluded that the most
appropriate protocol for the genetic improvement of the species is the combination of the follicular
puncture method, followed by the maturation of the oocytes for 24 hours under conditions similar to
those of cattle, but fertilized with 4x10%pz/mL, followed by cultivation in SOFaa medium.
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INTRODUCCION

La reproduccion sexual constituye uno de los
principales pilares en el éxito de la produccion
animal moderna. El maximo aprovechamiento
del potencial genético y productivo de los
individuos garantiza resultados superiores en este
sentido. Para el desarrollo econdmico de nuestro
pais urge impulsar la produccién animal por su
importancia en la alimentacion de la poblacion
(0).

El uso de las biotecnologias reproductivas
coadyuva a un mejor desempeio de la capacidad
reproductiva (2), por ejemplo: tratamientos
hormonales para la sincronizacion estral y
superovulacion de las hembras de alto valor
genético y econdémico, la transferencia de
embriones por via transcervical y la fertilizacion
in vitro de 6vulos obtenidos a partir de ovarios de
hembras sacrificadas en matadero (3). Otras
técnicas utilizadas para la multiplicacion de
individuos de alto valor genético son la biseccion
de embriones y la clonacién somatica. Para la
conservacion de los genofondos se emplean
modernas técnicas de crioconservacion de
embriones y Ovulos mediante el principio de
congelacion conocido como vitrificacion (4). El
objetivo de la presente investigacion fue realizar
un reporte detallado de la obtencion de embriones
bubalinos en condiciones tropicales utilizando
ovarios de hembras faenadas.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 464 ovarios seleccionados por
presencia de cuerpo luteo y foliculos visibles, de
hembras bubalinas de 66+6 meses de edad y 475
+25 kg de peso, faenadas en el matadero Valle
del Pera que pertenecieron a la Empresa Pecuaria
"El Cangre". En el laboratorio del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia se extrajeron
los complejos cimulo-ovocito (CCO) mediante
puncién  folicular (PF), con una aguja
hipodérmica (18Gx1'2, TERUMO), acoplada a
una jeringuilla plastica de 10 mL (HSW,
Germany), que contenia 1 mL de medio de
cultivo 199 Hepes (SIGMA, M7528), mas 10 %
de Suero Fetal Bovino inactivado (SFBi, PAA)
(2), a partir de foliculos que se dividieron en
menores de 3 mm, entre 3 y 5 y mayores de 5
mm. Los complejos cumulo-ovocito (CCO) se

localizaron bajo un estercoscopio con 4X de
magnificacion (Olympus) y su captura se realizd
con capilares.

Todos los CCO se clasificaron por la escala de
Gupta ef al. (5) en calidad I, II-II1, IV y desnudos
o degenerados. Para la maduracion se utilizé el
medio TCM 199 bicarbonato (M4530) durante 24
h a 39°C, en una atmoésfera de 5 % de CO,. A las
24 horas de maduracion in vitro (MIV) se
observo la progresion meidtica con aceto-orceina
al 1,1 % y la presencia del primer cuerpo polar en
el microscopio de contraste de fase (Leyca), con
un aumento de 40X.

Para la fertilizacion se utilizé una pastilla de
semen procedente de bufalos seleccionados para
sementales del Centro de Inseminacion Artificial
“Rosafé Signet”. Los espermatozoides se
capacitaron mediante la técnica de Swim-up con
el medio Talp-Esperm. Luego se fertilizaron de
25 a 35 ovocitos maduros por pozo en una placa
de cuatro pozos con medio Talp-Fertil, con una
concentracion espermatica de 4x10° spz/mL;
como estimulante se afiadieron 400 pL de
penicilamina-hipotaurina-epinefrina (PHE) a una
relacion de 20:10:2 uM. El cocultivo se realizo
durante 24 horas a 39°C, a una atmosfera con 5 %
de CO, y 95 % de humedad relativa, sobre una
capa de células del camulo en medio SOFaa.

Se dividio el proceso por etapas y se calcul6 el
porcentaje en cada una; cada porcentaje se
compar6 con resultados obtenidos por Camarra et
al. (6) y Drost (7) para determinar la eficacia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la coleccion, a partir de 3271
foliculos contabilizados, se dividieron en 53,01
% con diametro menor de 3 mm, 28,23 % con
didmetro medio (entre 3 y 5 mm) y 18,75 % con
mas de 5 mm, donde se ubicaron los foliculos de
DeGraaf, que se presentan en la especie entre 6,4
y 7,2 mm de diametro (8). En la primera etapa
del proceso, que es la recoleccion de ovocitos, se
llegd hasta 3,93 CCO/ovario. Ohashi et al. (9)
obtuvieron entre 0,73 y 2,2 CCO/ovario, por lo
que se evalua de buena. Posiblemente se deba a
la capacidad reproductiva que tienen las hembras
de ciclar todo el afio, aunque Almaguer (10)
observo una distribucion estacional de los partos,
atribuible a la temperatura ambiental, al
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fotoperiodo y a los aportes de alimentos, pero
para la realizacion del ensayo in vitro este
comportamiento  garantizd0 una  poblacion
folicular disponible estable todo el afo. Los
resultados concuerdan con Huang er al. (11),
quienes reportaron que el numero de ovocitos
utilizables en bufalos es de 3,18 £ 2,89 por
ovario.

Los ovocitos colectados fueron de calidad I
(31,9 %), para los grupos de calidad II-III se
alcanzo 43,78 %; en los grupos de calidad IV
15,95 % y 8,28 % para los desnudos y atrésicos
(12). En cuanto a la calidad los CCO, Neglia et
al. (13) plantean que se obtienen embriones de
mejor calidad con CCO de calidad I, que con los
de calidad II-III y IV para ser trasplantados y
desarrollar un feto sano a término.

En la Figura 1 se puede observar el
comportamiento de todo el proceso por etapas. Se
muestra la cantidad de foliculos que se
contabilizan y la disminucion del nimero de
CCO inmaduros por pérdidas de los mismos en el
proceso de aspiracion.
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Luego de la maduracion, se procede a la
fertilizacion con 4 x10° spz/mL, lo que arrojo un
38,79 % de clivaje; de los fertilizados totales se
obtuvo el 17 % de blastocisto en medio SOFaa.
Nandi et al. (14) proponen una concentracion
espermatica para la FIV en la especie de 4x10°
spz/mL, aunque también se propone un
estimulante de la motilidad espermatica de 400
pL PHE, como se realizd en nuestro estudio.
Totey et al. (15) lograron 40 % de efectividad
con la combinacion antes mencionada. Se
atribuyen los resultados obtenidos a la baja
motilidad de los espermatozoides bubalinos, que
oscila entre 60 y 75 %. La misma esta
proporcionalmente  relacionada  con  las
caracteristicas  estacionarias del semental
bubalino, que presenta en las condiciones de
Cuba de 5 a 6 mL de volumen, 70 a 80 % de
motilidad, 700 a 800 x 10° spz/mL y 70 a 80 spz
vivos, con la presentacion de los wvalores
maximos entre los meses de septiembre a febrero
(16).

En la Figura 2 se muestran los CCO en las
diferentes etapas del proceso de FIV en Bubalus
bubalis.
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FIGURA 1. Cantidad de ovarios, foliculos puncionados, complejos cimulo-ovocitos inmaduros
obtenidos, ovocitos maduros y embriones de bufalas. / Amount of ovaries, punctured follicles,
obtained immature cumulus-oocyte complexes, mature oocytes and buffalo embryos.

FIGURA 2. CCO en las diferentes etapas del proceso de FIV en Bubalus bubalis. a) CCO
inmaduros, b) CCO maduros, c¢) ovocitos desnudos maduros para F1V, d) embriones. / CCO in the
different stages of the FVI process in Bubalus bubalis a) immature COCs, b) mature COCs, ¢) mature
nude oocytes for FICV, d) embryos.
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A partir de los resultados alcanzados se puede
concluir que los ovarios de hembras bubalinas,
enviadas a matadero, se pueden utilizar, de modo
experimental, para la produccién de embriones
aplicando la metodologia y los medios
recomendados para la especie.
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