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La produccién in vitro (PIV) de embriones se
estd haciendo rutinaria como un método para
optimizar el recurso animal, para estudios de
biologia reproductiva y como fuente de embrio-
nes para las diferentes técnicas de biotecnologia.
Dentro del desarrollo de las metodologias se hace
imperativo el conocimiento de la biologia de cada
una de las especies o razas que se utilizan en este
procedimiento. Es aceptado en la literatura que
existen diferencias en la fertilidad de diferentes
animales dentro de la raza, validando la necesi-
dad de estudiar y caracterizar el comportamien-
to de cada raza usada, para una optimizacién del
recurso animal.

En la rutina de la FIV se necesita inducirle al
espermatozoide todos los cambios necesarios
para fertilizar, que naturalmente ocurren dentro
del tracto reproductor de la hembra . El conoci-
miento de la biologia de la capacitacién, de la
RA, de la forma de seleccionar la mejor concen-
tracién de heparina o de espermatozoides y la
adicién de algunos farmacos, han de ser rutina
en el programa, gracias a que hoy en dia existen
formas de identificar con certeza cada una de los
fenémenos planteados, todo ello tendiente a la
obtencién de un mayor niimero de embriones.

Se conoce desde 1980 que se puede obtener
descendencia viable a partir de embriones bovi-
nos obtenidos por FIV, pero poco o nada se sabe
de la biologia reproductiva del ganado criollo y
del brahman . Enmarcado dentro de los concep-
tos modernos de estudio de la biodiverisidad,
esta falta de conocimiento refuerza atin més la
necesidad de este tipo de trabajos.

Se trabajard con ganado de la raza blanco
orejinegro (BON), como representante de la es-
pecie Bos taurus, dado que el conocimiento de

los pardmetros funcionales del ganado criollo son
parte del proyecto para la preservacién y pro-
pagacién del ganado criollo colombiano, y ade-
maés porque es una raza en peligro de extincion;
y con el ganado de la raza Brahman como re-
presentante de la especie Bos indicus, que es una
raza de importancia econémica en nuestro pais,
ya que produce el 90 % de la carne que se consu-
me. Ademads, el semen de ganado BON y del
Brahman estan sin caracterizar para produccién
in vitro de embriones.

Dentro de las actividades del programa de
Biotecnologia Animal de la Corporacién
Biogénesis, estd la obtencién de embriones in
vitro para ello se hace necesario la
profundizacioén en el conocimiento de la biolo-
gia reproductiva de las razas o especies a
estudiar ;es por eso que la identificacién de los
parametros biolégicos funcionales de los
espermatozoides utilizados se hace prioritaria.

Una de las prioridades del programa de
Biotecnologia es la preservacién y propagacion
de razas en peligro o en via de extincion asi como
de razas de importancia zootécnica en la produc-
cién animal de nuestro pais; sin embargo, es poco
lo que se conoce sobre la biologia reproductiva
de estas especies, dado que existen variaciones
importantes en la capacidad de fertilizar 6vulos
in vitro entre las razas y entre los toros (1,2), el
primer paso dentro de este proceso son los estu-
dios sobre las caracteristicas espermadticas de las
especies o individuos.

Este estudio pretende aportar informacién re-
ferente al comportamiento in vitro de los
espermatozoides de la raza (BON) reconocida
por su resistencia a las enfermedades, rusticidad
y adaptacién a las duras condiciones del trépi-
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co; y de la raza cebti Brahman ya que el 90% de
la carne producida en el pais tiene su influencia

Con el presente estudio se espera conocer al-
gunas caracteristicas de las procesos biolégicos
que debe sufrir el espermatozoide previos a la
fertilizacién : la compactacién de la cromatina,
la hiperactivacién, la capacitacién, la reaccién
acrosémica (RA) y ademds, evaluar c6mo estos
factores pueden afectar la capacidad de produ-
cir embriones in vitro para una optimizacién del
recurso animal. Se trataréd de establecer la mini-
ma concentracién espermatica y de heparina con
las que se puedan obtener las mejores tasas de
fertilizacién, se determinaréd la proporcién de
espermatozoides que tienen la cromatina nor-
mal o anormal, que se capacitan, que tienen las
membranas intactas y que estdn viables ; se in-
tentard hacer una correlacién con los resultados
obtenidos en fertilizacién, divisién embrionaria
y proporcién de blastocistos.

Para ello se tomara semen congelado de 10
toros BON y 10 toros brahman, después de des-
congelar las pajillas de los toros se procedera a
evaluar diferentes concentraciones, teniendo
como base un control preestablecido dentro del
laboratorio, posteriormente se utilizardn diferen-
tes concentraciones de heparina y finalmente se
realizardn las técnicas de evaluacién funcional
del desarrollo embrionario.

e Evaluar la tasa de espermatozoides que su-
fren reaccién acrosémica durante el proceso
de FIV.

e Determinar la proporcién de espermatozoides
que tienen la cromatina sin alteraciones.

¢ Determinar la proporcién de espermatozoides
que se capacitan durante el proceso de FIV

* Encontrar la concentracién espermatica 6pti-
ma de semen BON y Brahman, con la que se
obtienen las mejores tasas de fertilizacién y
desarrollo embrionario.

¢ Hallar la concentracién de heparina con la que
se logran las mds altas tasas de capacitacién
y fertilizacién espermdtica del semen BON y
Brahman.

e Comparar el comportamiento de los
espermatozoides BON y Brahaman en presen-
cia de penicillamine hypotaurine
ephinephrine (PHE) en las tasas de fertiliza-
cién y desarrollo de embriones.
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Materiales y métodos:

Los oocitos para los embriones serdn obteni-
dos de ovarios recolectados en el matadero, se
aspirardn con jeringa los foliculos entre 4y 10 mm
de didmetro. Los oocitos serdn clasificados en 3
categorias de acuerdo a lo reportado por Sirard
y madurados por 24 horas. Los oocitos de cate-
gorias I y Il serdn fertilizados con semen de BON
o Brahman. El semen serd capacitado con
heparina a una concentracién de 20ug/ml en el
medio de fertilizacién. La evaluacién de la fer-
tilizacién se realizaréd a las 18 horas mediante el
uso de la coloracién de Hoesch para determinar
la presencia de proniicleos, con la ayuda de un
microscopio de fluorescencia a 420 nm. Los
oocitos fertilizados se transferirdn a medio de
crecimiento y se evaluard su desarrollo a las 96
y a las 184 horas. Todos los procedimientos se
realizardn en condiciones de esterilidad y el cul-
tivo se realizard en atmésfera de 5% de CO, en
aire, a 39°C.

Fase I:

Se evaluard el efecto de la concentracién
espermdtica sobre las tasas de fertilizacién de
oocitos madurados in vitro.

Fase II:

Evaluard el efecto de la concentracién de
heparina sobre la tasa de fertilizacién de oocitos
madurados in vitro, (*se utilizard la mejor con-
centraciéon de espermatozoides obtenidas en la
fase I).

Fase III:

Se evaluaré el efecto de la adicién de PHE (con
y sin PHE), sobre las tasa de fertilizacién y desa-
rrollo.

Fase IV:

Se hardn estudios funcionales del espermato-
zoide bovino. Viabilidad, kit comercial disefia-
do para tal fin ( Sperm viability kit Molecular
Probes Inc.); integridad de las membranas se uti-
lizard la técnica de Jeyendran y col (4); capaci-
tacion, se realizard mediante la técnica de la
clortetraciclina (5); reaccién acrosémica, se rea-
lizard mediante la técnica de coloracién con la
lectina Pissum sativum (6); y la calidad de la
cromatina espermatica, se realizarda mediante la
técnica de Tejada y col (7).

Finalmente, se realizaran los anélisis estadis-
ticos pertinentes tendientes al planteamiento de
hip6tesis frente a la respuesta de los embriones
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en los diferentes tratamientos propuestos y frente
a los aspectos biolégicos encontrados. Se usara
prueba de t de Student y un anélisis de varianza.

Resultados esperados

Al final del estudio se espera conocer més de
la biologia de los espermatozoides de las razas
planteadas, determinar la concentracién
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