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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la Tasa de Fecundacion in vitro de ovocitos bovinos con semen
sexado (SX) y convencional (Conv.) capacitados (B.O y Percoll) con la técnica Swim-Up. Se evaluo el
clivaje a las 48 horas post fecundacion y al séptimo dia del desarrollo embrionario. Los resultados mostraron
un porcentaje de clivaje del 59,4% en el T1 (Conv. Percoll), 60% en el T2 (Conv. B.O), 75% en el T3
(SX. Percoll) y 46,6% en el T4 (SX. B.O), mostrando diferencia estadistica entre T3 y T4 (p>0,05). La
tasa de desarrollo del embrion al séptimo dia fue 34,4% T1, 20% en T2, 15% en T3 y 10,51% en T4;
en este caso, se encontrd diferencia estadisticamente significativa en el uso del medio convencional mas
Percoll en comparacion con el medio de SX B.O (p<0,05) (T1 y T4, respectivamente). Los resultados
también mostraron una produccion similar de moérulas y blastocitos tempranos y protruidos entre los cuatro
tratamientos, y demuestran la viabilidad del desarrollo e implementacion de la técnica de fertilizacion in
vitro (FIV) para producir embriones bovinos. Concluyendo la evaluacion preliminar, destaca la significativa
influencia del método de sexado y del tratamiento en la calidad del semen y desarrollo embrionario en
programas de reproduccion animal. Aunque el semen sexado con Percoll muestra potencial para mejorar
tasas de clivaje, el semen convencional, especialmente en el tratamiento T1 (Conv. Percoll), exhibe una
superioridad en motilidad individual y concentracion. Estos resultados informan decisiones cruciales para
optimizar programas reproductivos.
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Effect of two sperm capacitation media (B.O vs Percoll) on in
vitro fertilization of bovine oocytes

Abstract. The study aimed to evaluate the Fertilization Rate of four independent in vitro treatments of
bovine oocytes with Sexed (SX) and Conventional (Conv) semen, capacitated (B.O and Percoll) using
the Swim-Up technique. Cleavage was assessed at 48 hours post-fertilization and on the seventh day of
embryonic development. The results showed a cleavage percentage of 59.4% in T1 (Conv. Percoll), 60%
in T2 (Conv. B.O), 75% in T3 (SX. Percoll), and 46.6% in T4 (SX. B.O), with a statistically significant
difference (p>0.05) observed specifically between T3 and T4. The embryo development rate on the seventh
day was 34.4% in T1, 20% in T2, 15% in T3, and 10.51% in T4. In this case, a statistically significant
difference was found in the use of conventional medium with Percoll compared to SX B.O medium (p<0.05)
(T1 and T4, respectively). The results also showed similar production of morula and early blastocysts and
protruded embryos among the four treatments, demonstrating the feasibility of in vitro fertilization (IVF)
technique for producing bovine embryos. In conclusion, the preliminary evaluation highlights the significant
influence of the sexing method and treatment on semen quality and embryonic development in animal
reproduction programs. Although Sexed semen with Percoll shows potential to improve cleavage rates,
conventional semen, especially in T1 treatment (Conv. Percoll), exhibits superiority in individual motility
and concentration. These findings provide crucial insights for optimizing reproductive programs.
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INTRODUCCION

La mejora genética del ganado vacuno en todo el
mundo ha sido, y seguira siendo, un importante motor de la
sostenibilidad de la agricultura animal. Esta tecnologia ha
intensificado la produccion ganadera mundial y ha reducido
notablemente el intervalo generacional, que es un factor
muy importante en el mejoramiento genético (Ferré et al.
2020). Asimismo, los avances recientes en biotecnologia,
impulsados por mejoras en técnicas como la fertilizacion in
vitro y el cultivo de embriones (Sirard 2018, Simdes et al.
2021, Mueller et al. 2022), han permitido la reproduccion
masiva de lineas genéticamente superiores y han abierto
nuevas posibilidades en el campo de la investigacion, como
es el caso de la utilizacion de semen sexado (SX) en la
ganaderia.

La utilizacion del sistema de sexaje (SS) junto con
otras biotecnologicas reproductivas maximiza sus ventajas
y, al mismo tiempo, contribuye a reducir sus costos al lograr
el “producto” deseado (ya sea hembras o machos), lo que
en consecuencia puede dar como resultado un incremento
de la mejora genética en el sector lacteo (Filipiak et al.
2017, Maicas et al. 2020).

De esta manera, la produccion de embriones in
vitro ha experimentado un gran avance en los ultimos
tiempos (Sovernigo et al. 2017), que combinada con
el uso de semen sexado (SX), esta dando gran éxito en
Norteamérica, Sudamérica y Europa (Ferré et al. 2020). En
el mismo contexto, los laboratorios de produccion in vitro
de embriones (PIVE), utilizan SX en condiciones similares
al semen convencional, es por lo que en EE. UU. y Europa
la aplicacion de SX es muy utilizado en procedimientos
como la inseminacion artificial, transferencia de embriones
y produccioén de embriones, ya que presenta una eficacia
que oscila entre el 75 y el 80%, en contraste con el semen
convencional (Sa et al. 2015).

A finales de los afios ochenta, la obtencion de cientos
de embriones por experimento utilizando material de
matadero era una posibilidad real (Salgado et al. 2005).
Sin embargo, con el tiempo se ha desarrollado la técnica
de Ovum pick up, que es una técnica que implica la
extraccion de ovocitos directamente de los ovarios de una
vaca, que luego se utilizan para la produccion de embriones
in vitro (Bhoopendra et al. 2022). Ademas, es importante
mencionar que los ovocitos necesitan condiciones de
cultivo dptimas, a pesar de que los primeros medios usados
en gran medida se han mantenido iguales durante mas de
30 anos, se han desarrollado nuevos métodos como el co-
cultivo en lugar de la gestacion en oviductos y el uso de
fluidos sintéticos enriquecidos con aminoacidos para el
desarrollo de embriones (Sirard 2018).

Hay que recordar que los espermatozoides no estan listos
para fertilizar inmediatamente después de la eyaculacion, por
lo que es necesario que pasen por cambios previos, conocidos
como ““capacitacion”, para adquirir la “capacidad fertilizante”
(Chang 1951). La capacitacion solo ocurre después de que
el espermatozoide ha pasado un tiempo determinado en el
tracto reproductivo femenino, conocido como “residencia
espermatica” (Ormachea et al. 2019).

La capacitacién espermatica se caracteriza por una
secuencia de modificaciones bioquimicas y fisiologicas.

Estas transformaciones permiten que el espermatozoide
complete su maduracioén y supere las barreras fisiologicas
presentes en el tracto reproductivo femenino. De esta
manera, adquiere la aptitud necesaria para llevar a
cabo los pasos cruciales para la fertilizacion del 6vulo,
incluyendo procesos como la hiperactivacion y la reaccion
acrosomal (Rasmussen et al. 2013). Es posible inducir la
reaccion acrosomal en un entorno controlado fuera del
cuerpo, empleando diferentes métodos. Estos incluyen la
utilizacion de fuerzas idnicas aumentadas, la incorporacion
de ionodforos de calcio (Ca?t+), la presencia de cafeina,
incubacion prolongada durante 18 a 24 horas, condiciones
de pH elevado y procedimientos de lavado a través de
gradientes de Percoll o el medio B.O (Sanchez 2014).

Entendiendo que la capacitacion espermatica in vivo
es regulada, se puede obtener una mayor comprension de
la fisioldgica y el desarrollo de las técnicas especificas
utilizadas en la fertilizacion in vitro (FIV), y otras técnicas
similares, es por ello que la heparina fue la primera
sustancia de capacitacion espermadtica usada para FIV a
principio de 1984, aunque no esta presente en el oviducto,
podria imitar algunos constituyentes del fluido folicular
como los proteoglicanos (Salgado et al. 2005).

Se han desarrollado diversas técnicas de purificacion
de semen, entre ellas la centrifugacion en gradiente de
densidad con Percoll®, basada en la densidad espermatica
y correlacionada con la maduracion e integridad de los
espermatozoides (Duszewska et al. 2018). Durante la
centrifugacion, los espermatozoides con nucleo normal
se depositan en la zona de mayor densidad, y los moviles
tienen una deposicion mas rapida, gracias a la alineacion de
sus movimientos con la fuerza centrifuga.

Percoll®, una soluciéon coloidal de silice recubierta
con polivinilpirrolidona, ha tenido éxito en la eliminacion
de espermatozoides indeseables en diversas especies
(Eberhardt et al. 2022). Ademas, el medio B.O en
espermatozoides es esencial para la investigacion y
manipulaciéon de gametos masculinos, mejorando su
supervivencia y capacidad fertilizante, siendo crucial
en tecnologias reproductivas asistidas y destacando su
relevancia en la eficiencia reproductiva, incluida la humana
(Soliman et al. 2018).

En este estudio se evaludo la capacitacion de
espermatozoides bovinos en semen sexado y convencional,
con el fin de mejorar la eficiencia reproductiva. Esta
informacion sera pertinente y util en biotecnologia
reproductiva.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental. Se propuso un disefio de
cuatro tratamientos independientes, consistieron en: T1:
semen convencional capacitado con Percoll; T2: semen
convencional capacitado con B.O; T3: SX capacitado con
Percoll; y T4: SX capacitado con B.O. Cada tratamiento
tuvo cuatro repeticiones con 10 ovocitos en cada una. Las
variables evaluadas fueron: porcentaje de clivaje (48 h),
Embriones dia 7 (embriones/ovocitos), morulas (dia 6),
Blastocistos Tempranos (dia 7), Blastocistos Expandidos
(dia 8) y Blastocistos Protruidos (dia 9).
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Transporte de ovarios y obtencion del complejo
ovocito-cumulus (COCs). Se obtuvieron ovarios de
bovinos que fueron sacrificados en un centro ubicado en
la localidad de Loja, Ecuador. Los ovarios se transportaron
al laboratorio en termos con solucion salina estéril y una
mezcla de penicilina-estreptomicina (0,50 mg L' Sigma,
St. Louis, MI, EUA) a una temperatura inicial de 36 °C.
Estos fueron llevados al Laboratorio de Reproduccion
Animal de la Universidad Técnica Particular de Loja, que
se encuentra a 5 minutos.

En el entorno del laboratorio, se realizd6 un lavado
de los ovarios utilizando una solucion salina 0,9% (9 g de
NaCl en 1000 ml de agua destilada). Posterior, se llevo a
cabo la recoleccion de los COCs. El liquido folicular se
extrajo con ayuda de una jeringa de 5 ml y aguja 18 x 11/2;
se aspiraron los foliculos de 2 a 8 mm (Quispe et al. 2018).
Este liquido se vertid en tubo Falcon® y se mantuvieron
en baflo Maria mientras se preparaban los demas ovarios.
El liquido folicular con los complejos cimulos/ovocitos
se dejoé decantar por al menos 10 minutos y luego de este
tiempo se recuperaron del fondo del tubo y se ubicaron en
cajas de Petri de una medida de 100 mm de diametro, esta
se coloco encima de la platina calentadora. Se buscaron
los ovocitos con la ayuda de un estereoscopio con (40X)
y fueron seleccionados; se agrupo de diez a quince para
facilitar el trabajo. Se utilizaron COCs, clases A y B segiin
los criterios de Hawk y Wall (1994). El medio utilizado
para el conteo y clasificacion de los ovocitos fue tampon
fosfato salino (PBS) + 1% suero fetal bovino (SFB).

Maduracion de ovocites. Los 157 COCs
seleccionados fueron sometidos a Maduracion in vitro
(MIV). El protocolo de maduracion de COCs es adaptado
de Quintanilla et al. (2015), donde la maduracion de COCs
se realizd6 en TCM-199 + 10% de SFB + 0,005 U/ml de
(FSH-p) + 10 TU hCG/ml (equina) + 1 pg Estradiol (E2) /
ml, en gotas de 100 ml, conteniendo aproximadamente 10
COCs por gota, cubiertas con aceite mineral, en incubadora
Thermo Forma Scientific (38,50 °C, 5% de CO, y 95% de
humedad a saturacion) durante 22 horas.

Manejo de pajuelas, semen sexado (SX) y
semen convencional (SC). Las pajuclas de semen
(0,25 ml) se descongelaron durante 60 segundos a 37
°C en un bafio Maria. En cada réplica se llevo a cabo el
calculo de la concentracion inicial mediante camara de
Neubauer. Se examind la viabilidad y la morfologia de los
espermatozoides mediante la técnica de Tincion de Eosina-
Nigrosina. Después de secar la muestra con la tincion, se
realizé una observacion microscopica exhaustiva del campo
completo para identificar anormalidades en la membrana
plasmatica y evaluar la viabilidad. Posteriormente, se llevo
a cabo la evaluacion de espermatozoides anormales en el
semen capacitado, donde se identificaron irregularidades
en la cabeza, el tracto intermedio y la cola, siendo estas
detalladamente observadas bajo el microscopio.

Capacitacion  espermatica. La  capacitacion
espermatica se realizd en dos entornos distintos: utilizando
el medio B.O (semen sexado y convencional) cuya
composicion es la siguiente NaCl 6,55 g L', KC10,30 g L,
CaCl, 2H,0 0,33 g L', NaH,PO,. H,0 0,11 g L', MgCl,

6H,0 0,10 g L', NaHCO, 3,10 g L', Glucosa 2,50 g L',
Piruvato de Sodio 0,11 g L', Albimina Sérica Bovina 3
g L', Gentamicina 0,03 g L' y Agua Ultrapura (Embryo
tested), en un tubo Eppendorf™ de 1,50 ml, se afiade 1
ml de medio B.O, y la pajuela (semen convencional o
sexado), en el fondo del tubo, y se llevo a la incubadora por
30 min. Con la pipeta se obtuvo el sobrenadante de 1 ml
aproximadamente y fue colocado en otro tubo Eppendorf™,
el cual se pasoé por centrifuga a 200 G por 5 min.

Por otro lado, la gradiente Percoll se prepard en
un tubo Eppendorf de 1,50 ml, se adicion6 200 pl de
Percoll al 45%, seguidamente 200 pl de Percoll al 90%
formando dos columnas, sobre ello se colocd el semen
para luego centrifugar a 600 G durante 10 minutos. En un
tubo Eppendorf™ se colocé medio de lavado (1 ml) y el
pellet obtenido de la capacitacion fue llevado nuevamente
a centrifuga por 5 min a 200 G juntamente con el semen
capacitado con B.O e incubado. En cuanto al vigor de los
espermatozoides que se trata del movimiento en remolinos
exhibido por el conjunto completo de espermatozoides en
la muestra. La evaluacion se lleva a cabo subjetivamente en
una escala que varia de 0 a 5, asignandose una puntuacion
de 5 ala presencia de oleadas o remolinos con movimientos
rapidos y vigorosos, y una puntuacion de 0 cuando no se
observa ningln tipo de movimiento ondulatorio

Fecundacion in vitro ovocitos con semen capacitado.
Los 157 COCs se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos
y se llevo a cabo el experimento de fecundacion in vitro de
manera simultanea y bajo las mismas condiciones. Para
llevar a cabo la fecundacion, se formaron gotas de 60 pl
sobre una platina térmica caliente a una temperatura de 38,50
°C. Luego, se cubrieron con aceite mineral y se ubicaron en
ellas ovocitos madurados, en una proporcion aproximada
de 10 COCs por gota. Ademas, se anadid semen capacitado
(sexado o convencional) con una concentracion promedio
2 x 10°¢ espermatozoides para el semen sexado y para el
convencional de 30 x 10° y se incubd el co-cultivo a una
temperatura de 38,50 °C, con una concentracion del 5% de
CO, y una humedad del 10% a saturacion durante 18 horas.

Cultivo in vitro. Una vez que se completd el proceso
de fecundacion, se procedio a desnudar los presuntos cigotos
mediante vortex en medio de lavado que contenia un 5% de
SFB y antibioticos durante 2 minutos. Luego, se lavaron y
se cultivaron en medio de cultivo comercial (Singamia) con
un 5% de SFB en una incubadora con una concentracion
del 5% de CO,, 5% de O,, 90% de N,, a una temperatura
de 38,50 °C y una humedad a saturacion para su desarrollo.
El dia 7 se evalu6 la formacion de embriones en el estado
de blastocisto o completos. La evaluacion de los embriones
se efectud bajo un microscopio estereoscopico utilizando
los criterios morfoldgicos de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS).

Analisis estadistico. Se aplico6 ANOVA a una via,
posteriormente a la comprobacién de normalidad de los
datos con la prueba de Shapiro Wilks (p<0,05). Para las
variables donde se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, se realizd una prueba de
Bonferroni (p<0,05), utilizando el programa estadistico
SPSS 29.0.
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RESULTADOS

Evaluacion preliminar del material de partida. La
concentracion promedio de las pajuelas del semen sexado
fue de 2 x 10° espermatozoides por una pajuela de 0,25
ml, con una motilidad promedio del 60% y un vigor de 3
sobre 5, tras un lapso de incubacion de 2 horas a 36 °C.
El T4 tuvo una motilidad individual del 68%, un vigor
de 3 y una concentracion de 1,50 x 10°, mientras que el
T3 tuvo una motilidad individual del 62,50%, un vigor
de 5 y una concentraciéon de 9,50 x10° Asimismo, el
semen convencional con una concentracion de 30 x 10°
espermatozoide (spz) / pajuela de 0,25 ml y una motilidad
individual 66,70% y un vigor de 4. Después de 2 horas de
incubacion, la motilidad promedio del T2 fue de 76,60% y
de vigor 5 con una concentracion 11,50 x 10°. En cambio,
el T1 se obtuvo una motilidad individual de 91,60%, 5 de
vigor, con una concentracion de 29 x 10°.

Valorizacion de la viabilidad del semen capacitado
por los medios B.O y Percoll. La viabilidad con semen
convencional Percoll es de 89,50% y con B.O 73%,
mientras tanto, la viabilidad de SX capacitado con Percoll
es de 68,14 y con B.O 84,80%.

Valorizacion de la morfologia del semen
capacitado por los medios B.O y Percoll. La valorizacion
de espermatozoides anormales en el semen capacitado fue:
enel T1 10,50% y 2,85%, en el T2 27% vy 3,14%, en T3
31,86% y 6,79% y en T4 15,19% y 5% para muertos y
anormales, respectivamente.

Tasa de division (clivaje), desarrollo embrionario y
blastocistos en las diferentes etapas con semen capacitado
con B.O y Percoll.

El clivaje (division). La Figura 1 muestra el
porcentaje en los diferentes tratamientos de capacitacion
en fecundacion in vitro aplicados a las 48 horas, se puede
observar que, el tratamiento T3 mostr6 los mayores
porcentajes, sin embargo, no se observaron diferencia
estadistica significativa (p>0,05) frente a T1 y T2, sin
embargo, T3 si present6d diferencia estadistica (p<0,05)
respecto a T4 que resultd en el menor porcentaje. Por
otra parte, se pudo apreciar que no existe significancia
estadistica entre los tratamientos T1, T2 y T4 (p>0,05).
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Figura 1. Porcentaje de clivaje. Las columnas indican el
promedio del porcentaje de clivaje de cada tratamiento,
las barras representas el error estandar y, letras mintsculas
diferentes muestran diferencia estadistica significativa
entre tratamientos (p<0,05).

Embriones dia 7 (Embriones/ ovocitos). En
la Figura 2 se expresa el porcentaje de embriones D7
(Embriones/ovocitos). El tratamiento con los mayores
porcentajes de FIV es el Tl, no existiendo diferencia
estadistica significativa (p>0,05), con relacion al T2 y el
T3, sin embargo, T1 mostrd diferencia estadistica frente
al T4 (p<0,05), que es el que ha presentado los menores
porcentajes de FIV.
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Figura 2. Embriones dia 7. Las columnas indican el
promedio del porcentaje de embriones a los 7 dias de
cada tratamiento, las barras representas el error estandar y,

letras minusculas diferentes muestran diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (p<0,05).

%Embriones dia7 (Embriones
/ovocitos
N
(=}

o

Embriones D7 (Embriones/clivados). El TI,
presenta los valores mas elevados, no obstante, no indica
diferencia estadistica significativa frente al T2 (p>0,05),
pero, indica diferencia estadistica significativa con el
tratamiento T3 y T4 (p<0,05).

Morulas. El porcentaje en esta variable no se muestra
diferencia estadistica significativa (p>0,05), en ninguno
de los tratamientos aplicados, sin embargo, de manera
observacional el tratamiento con mayores porcentajes de
morulas es el de T2 (Figura 3 A).

Blastocistos Tempranos. Los porcentajes de
Blastocistos Tempranos expresados tampoco han mostrado
diferencia estadistica significativa (p>0,05) en ninguno de
los tratamientos (Figura 3 B). Ademas, cabe indicar que el
T2 muestra los mayores porcentajes.

Blastocistos Expandidos. No se muestra diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos (p>0,05),
siguiendo el mismo patron que los resultados de blastocistos
tempranos (Figura 3 C).

Blastocistos Protruidos. Los porcentajes muestran
resultados mas elevados en los grupos tratados con T2
y T3 en comparacién con los otros tratamientos, aunque
sin diferencia estadisticamente significativa entre ellos
(p>0,05) (Figura 3 D).
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Figura 3. A. morulas, B. blastocistos tempranos, C. blastocistos expandidos y D. blastocistos protruidos. Las columnas
indican el promedio del porcentaje de morulas (A), blastocistos tempranos (B), blastocistos expandidos (C) y blastocistos
protruidos (D) de cada tratamiento, las barras representas el error estandar y, letras mintsculas diferentes muestran
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p<0,05).

DISCUSION

Los datos obtenidos en el T1 coinciden con los
obtenidos por Filipiak (2017), el cual hace conocer que,
con la aplicacion de este tipo de técnicas o tratamientos,
existe bajo porcentaje de espermatozoides anormales, asi
también, una baja o media mortalidad. La ventaja es que
es facil de usar, requiere menos pasos en la preparacion, y
puede usarse para procesar grandes o pequeiias cantidades
de semen (Abraham et al. 2016); por lo cual, el gradiente
de Percoll es atn aplicado de forma frecuente en los
laboratorios de FIV de preparacion de semen de toro, ya que
existe mayor motilidad y nimero de dosis de inseminacion
resultantes del procesamiento (Rasmussen et al. 2013).

Aunque el protocolo de Percoll ha sufrido ligeros
cambios a lo largo de los afios, con el reciente uso
generalizado de espermatozoides clasificados por sexo en
la FIV, se han propuesto modificaciones (Ferré et al. 2018),
como la utilizaciéon de un menor volumen de Percoll y
una centrifugacion a mayor fuerza, pero menor duracion
independientemente de si las muestras sean semen
convencional o semen sexado, ya que reduciria el costo y
el tiempo de preparacion (Rasmussen et al. 2013).

En el analisis previo del material utilizado con el
tratamiento de densidad inicial promedio de pajuelas SX,
se obtuvieron resultados similares a los de la investigacion
llevada a cabo por Filipiak et al. (2017), donde se logré
un promedio del 65% y una puntuacion de vigor de 3,50
en una escala de 0 a 5. Mientras que, en comparacion con
el trabajo de Mutmainna et al. (2021), quienes obtuvieron
motilidad y vigor tras 2 horas de la capacitacion con 50%y 3,
respectivamente, siendo la motilidad de esta investigacion
superior. La variacion observada entre los tratamientos
podria estar vinculada a las disparidades en la preparacion
y procesamiento del semen. Especificamente, la utilizacion

de Percoll, un método que implica centrifugacion,
posiblemente condujo a la seleccion de espermatozoides
con una movilidad superior. Esta diferencia en la técnica de
procesamiento podria explicar, en parte, las divergencias
notadas en los parametros de motilidad entre los grupos.
En relacion con la capacidad de movimiento individual,
el semen procesado mediante Percoll mostr6 un mejor
rendimiento en comparacion con la investigacion de
Limache (2015).

En un estudio realizado por Filipiak et al. (2017) en lo
concerniente a clivaje y desarrollo embrionario (DE), para
semen convencional capacitado con B.O es de 62,81%, lo
que es superior en 2% al obtenido en este estudio.

Asimismo, la investigacion de Filipiak et al. (2017)
y Gardon et al. (2001) obtuvieron tasas de clivaje del 52%
y 69,66%, respectivamente, en tratamientos con semen
sexado capacitado con BO, superiores a los resultados
obtenidos en el presente estudio. A pesar de ello, un estudio
realizado por Xu et al. (2009), logro una tasa de clivaje
del 61,70% y un 20% de desarrollo en FIV utilizando
semen sexado (SX), sin embargo, en el presente estudio se
obtuvieron mejores resultados usando semen sexado. Los
diferentes valores en las investigaciones podrian haberse
producido por factores multiples, como condiciones de
manejo, del laboratorio, de las técnicas utilizadas, medios
de desarrollo, o por problemas en la nutricidon animal,
ya que, en la zona de estudio debido a las condiciones
climaticas adversas, no hay gran disposicion de pastos o
alimento para el ganado, lo cual esta en relacion directa con
un deficiente estado corporal y problemas reproductivos
del animal.

Ademas, los datos obtenidos en cuanto al clivaje
del T3 son similares a los reportados por Demyda et al.
(2015). Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos
mediante el desarrollo embrionario con los reportados
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por Filipiak et al. (2017), se observa que ellos obtuvieron
mejores resultados con un promedio del 65% y una
puntuacion de vigor de 3,50 (en una escala de 0 a 5) para
semen sexado y un promedio de 60% y una puntuacion de
vigor de 3,50 para el convencional. Por otro lado, Gardon
etal. (2001) obtuvo 25,04% en desarrollo embrionario a los
6 dias usando B.O como medio de capacitacion, lo cual es
diferente a los resultados presentados.

En relacion con el tratamiento de T3 y T4, los datos
obtenidos han mostrado similitudes con los resultados
encontrados por Wilson et al. (2006), quienes no
encontraron diferencia en la tasa de clivaje al usar semen
sexado y no sexado o convencional, lo cual es consistente
con los hallazgos de Ormachea et al. (2019) y Larocca y
Filipiak (2017), quienes tampoco encontraron diferencia
significativa al usar semen sexado por citometria de flujo.
Ademas, Chowdhury etal. (2019) no hallaron diferencias en
la tasa de clivaje o en el porcentaje de embriones obtenidos
en el dia siete, al utilizar un anticuerpo monoclonal
(WholeMom®) para sexar el semen.

Presumiblemente, la discrepancia entre los estudios
podria deberse a variaciones en los sistemas de produccion
in vitro, por lo que aun se requeriria una mayor investigacion
utilizando diversas condiciones de cultivo (Magata et al.
2021). La fertilizacién es un proceso complejo y dificil
de simular en condiciones in vitro, incluso en la FIV, los
espermatozoides no estan expuestos a los mismos desafios
para alcanzar un ovocito que en el tracto reproductivo
femenino después de la inseminacion. Por lo tanto, es
probable que las tasas de fertilizacion y desarrollo sean mas
altas in vitro que in vivo. Ademas, el desarrollo hasta la
eclosion in vitro no implica que los embriones sean capaces
de sobrevivir ¢ implantarse in vivo (Thys et al. 2009).

Igualmente, Bonilla et al. (2018), realizo un estudio
con semen sexado capacitado con Percoll y obtuvo una
tasa de division embrionaria del 69,60%, la cual fue
menor a la obtenida en este estudio, mientras que para el
semen convencional fue del 74,50% (p<0,001), resultado
superior al indicado en esta investigacion. Los resultados
obtenidos concuerdan con los estudiados por Trigal et al.
(2012) quienes obtuvieron un mejor desempeiio en clivaje
y desarrollo de embriones en el semen convencional en
comparacion al sexado.

La mejora en la produccion de embriones en el
T1 se debe a la combinacion de la calidad del semen
convencional y los beneficios del medio Percoll. El semen
convencional en el T1 exhibe una concentracion optima de
espermatozoides con alta movilidad y vigor, y el proceso de
obtencion y preparacion del semen conserva eficazmente
su viabilidad. La implementacion del medio Percoll en el
T1 facilita la seleccion eficiente de espermatozoides de alta
calidad mediante la centrifugacion, mejorando la calidad
general del esperma utilizado en la inseminacion. Ademas,
este medio crea un entorno propicio para la fertilizacion
temprana y el desarrollo embrionario, gracias a su
composicion que ofrece nutrientes esenciales y condiciones
optimas. No obstante, es necesario implementar mejoras
adicionales, con el proposito de mitigar el impacto en
los espermatozoides durante el proceso de separacion y
preservacion. Para poder aplicar el semen sexado con éxito
en un programa comercial. Otros estudios han mostrado

una disminucion en la tasa de blastocistos al usar semen
sexado, similares a los resultados obtenidos en este estudio
(Stinshoff et al. 2012).

En el estudio realizado por Cabrera et al. (2012), no
evidenciaron diferencias estadisticas significativas entre
los toros en lo que respecta al indice de fertilidad in vitro
de los ovocitos, utilizando medios de Percoll. Las tasas
de fertilidad para cada toro fluctuaron en un intervalo
comprendido entre el 56,80% y el 72,90%. Ademas, no
se hallaron diferencias estadisticas significativas en la
produccion de embriones entre los toros (p<0,05). Se
postula que los porcentajes superiores de penetracion de
espermatozoides capacitados con Percoll podrian atribuirse
al incremento en la vitalidad y motilidad progresiva,
facilitando asi una mayor eficacia en la penetracion del
ovocito.

Las bajas tasas de escision y desarrollo embrionario,
probablemente se deben a que el semen sexado es utilizado
bajo condiciones y protocolos similares a los del semen
convencional en el laboratorio. Por lo tanto, la penetracion
de la zona pelicida del ovocito parece ser un obstaculo
importante cuando se usa semen sexado (Lu y Seidel
2004). Las posibles causas subyacentes de este deterioro
de la funcionalidad pueden ser una baja supervivencia y
motilidad después de la descongelacion, un deterioro de
la capacitacion y la hiperactivacion, y problemas con la
integridad del acrosoma (Garner et al. 2013).

En cuanto a los Blastocistos Protruidos, los resultados
de los porcentajes se muestran mayores en el tratamiento
convencional Percoll, datos inferiores a los obtenidos por
Resende et al. (2009), en donde obtuvieron un clivaje
(70,65 + 5,29), con un 63% de embriones fertilizados,
estos resultados obtenidos fueron con semen convencional
capacitado en Percoll.

En una investigacion llevada a cabo por Machado
et al. (2009), quienes aplicaron la capacitacion del semen
sexado mediante gradientes de Percoll en cuatro toros
distintos, lograron obtener un rango de clivaje entre el 65%
y el 85%, asi como un desarrollo embrionario que oscild
entre el 17% y el 47%. En nuestro estudio, al emplear el
Percoll, los resultados obtenidos son comparables a los
de esta investigacion, lo que indica que el proceso de
capacitacion con Percoll, cuando se realiza adecuadamente,
puede generar buenos resultados en la penetracion del
espermatozoide en el dvulo.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta evaluacion preliminar resaltan
la notable influencia del método de sexado y del tratamiento
en la calidad del semen y el desarrollo embrionario en
programas de reproduccioén animal. La evidencia de una
motilidad y viabilidad destacadas en el semen sexado
tratado con Percoll sugiere un potencial promisorio para
mejorar las tasas de clivaje y desarrollo embrionario. A
pesar de esto, el semen convencional, especialmente en
el tratamiento T1, exhibe una superioridad en términos de
motilidad individual y concentracion. Estos aspectos deben
ser considerados al disefiar estrategias para optimizar la
reproduccion animal.



54

Agradecimiento.

Tinoco, L. et al.: Fecundacion in vitro de ovocitos bovinos. Rev. Vet. 2024; 35(1): 48-55

Agradecimiento especial a la

Universidad Técnica Particular de Loja por el financiamiento
y la beca otorgada al Sr. Lenin Tinoco.

ORCID

Tinoco, L.
Capa, E.
Carrera, R.

https://orcid.org/0000-0003-4651-2274
https://orcid.org/0000-0003-2880-1873
https://orcid.org/0000-0002-4606-5219

REFERENCIAS

10.

Abraham M, Johannisson J, Morrell J. Effect of sperm
preparation on development of bovine blastocyst in
vitro. Zygote. 2016; 24(6): 825-830.

Bonilla L, Mejia A, Gémez R, Torres M, Garcia F.
Viabilidad y tasa de prefiez de embriones producidos
in vitro a partir de SX comparado con semen conven-
cional en Bos taurus y Bos indicus. Rev. Investig. Vet.
Peri. 2018; 29(4): 1377-1385.

Bhoopendra Singh, Kaushlendra Pratap Singh, Mo-
zammel Hoque, Sukanta Mondal. Chapter Fifteen -
Biotechnology in livestock reproduction, Editor(s):
Sukanta Mondal, Ram Lakhan Singh, Emerging Is-
sues in Climate Smart Livestock Production, Acade-
mic Press, 2022: 371-413, ISBN 9780128222652.
Cabrera P, Yoong K, Gamarra L. Evaluacion de la fer-
tilidad in vitro del semen de toros jovenes nacionales
en ovocitos provenientes de ovarios de animales bene-
ficiados. Rev. investig. vet. Peru. 2012;20(1): 28-32.
Chang M. Fertilizing capacity of spermatozoa deposi-
ted into the fallopian tubes. Nature. 1951; 168(4277):
697-8.

Chowdhury M, Xu L, Kong R, Park B, Mesalam A,
Joo M, Afrin F, Jin J, Lim H, Kong 1. In vitro pro-
duction of sex preselected cattle embryos using a mo-
noclonal antibody raised against bull sperm epitopes.
Anim. Reprod. Sci. 2019; 205: 156-164.

Demyda S, Dorado J, Hidalgo M, Moreno M. Influen-
ce of sperm fertilising concentration, sperm selection
method and sperm capacitation procedure on the in-
cidence of numerical chromosomal abnormalities in
IVF early bovine embryos. Reprod Fertil Dev. 2015;
27(2): 351-9.

Duszewska A, Gregda P, Baraniewicz M, Bielecki W,
Nizanski W, Partyka A, Tracz. M. Nowak Z, Chel-
monska A, Olech W. Obtaining wisent early blasto-
cyst in vitro is a basic for protection and creation of
biodiversity for this threatened species. Reprod. Do-
mest. Anim. 2018; 53(3): 818-821.

Eberhardt M, Prochowska S, Duszewska A, Van
Soom A, Olech W, Nizanski W. The influence of Per-
coll® density gradient centrifugation before cryopre-
servation on the quality of frozen wisent (Bison bo-
nasus) epididymal spermatozoa. BMC Vet. Res. 2022;
18(1): 305.

Ferré L, Chitwood J, Fresno C, Ortega H, Kjelland
M, Ross P. Effect of different mini-volume colloid
centrifugation configurations on flow cytometrically
sorted sperm recovery efficiency and quality using a
computer-assisted semen analyzer. Reprod. Domest.
Anim. 2018; 53(1): 26-33.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Ferré L, Kjelland M, Strobech L, Hyttel P, Mermi-
llod P, Ross P. Review: Recent advances in bovine in
vitro embryo production: reproductive biotechnology
history and methods. Animal. 2020; 14(5): 991-1004.
Filipiak Y, Larocca C, Martinez M. Comportamiento
del semen bovino sexado congelado-desconge-lado
en fertilizacion in vitro (FIV) capacitado median-
te BO en dos concentraciones versus percoll. Int. J.
Morphol. 2017; 35(1): 1337-1341.

Gardon J, Matas C, Gadea J. Efecto del protocolo de
preparacion de los espermatozoides bo Filipiakvinos
sobre el patron de reaccion acrosomica. An. Vet. (Mur-
cia). 2001; 17: 19-26.

Garner D, Evans K, Seidel G. Sex-sorting sperm
using flow cytometry/cell sorting. Methods Mol. Biol.
2013; 927: 279-295.

Hawk H, Wall R. Improved yields of bovine blasto-
cysts from in vitro-produced oocytes. I. Selection of
oocytes and zygotes. Theriogenology. 1994; 41(8):
1571-1583.

Larocca C, Filipiak Y. Semen Bovino Sexado Con-
gelado-Descongelado en Produccion de Embriones In
vitro. Int. J. Morphol. 2017; 35(1): 371-375.
Limache T, Gandarillas D. Efecto de la adicion de
fluido folicular al medio de maduracion de ovocitos
para la produccion in vitro de embriones de bovino
(Bos taurus). Tesis de grado: Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann. 2015. P131.

Lu H, Seidel G. Effects of heparin and sperm concen-
tration on cleavage and blastocyst development rates
of bovine oocytes inseminated with flow cytometrica-
Ily-sorted sperm. Theriogenology. 2004; 62 (5): 819-
30.

Magata F, Ideta U, Matsuda F, Urakawa M, Oono Y.
Glutathione ethyl ester improved the age-induced de-
cline in the developmental competence of bovine oo-
cytes. Theriogenology. 2021; 167: 37-43.

Machado G, Carvalho J, Filho E, Caixeta E, Franco
M, Rumpf R, Dode M. Effect of Percoll volume, du-
ration and force of centrifugation, on in vitro produc-
tion and sex ratio of bovine embryos. Theriogenology.
2009; 71(8): 1289-97.

Maicas C, Holden S, Drake E, Cromie A, Lonergan
P, Butler S. Fertility of frozen sex-sorted sperm at 4x
106 sperm per dose in lactating dairy cows in seaso-
nal-calving pasture based herds. J. Dairy Sci. 2020;
103(1): 929-939.

Mueller M, Van Eenennaam A. Synergistic power of
genomic selection, assisted reproductive technolo-
gies, and gene editing to drive genetic improvement
of cattle. CABI Agric. Biosci. 2022; 100(3): 11-11.
Mutmainna A, Sonjaya H, Yusuf M, Hasbi H. The po-
tential of oocytes based on the status of ovary activi-
ty to achieve the level of in vitro maturation in Bali
cattle. Paper presented at the IOP Conference Series:
Earth Environ. Sci. 2021; 788: 012129.

Ormachea E, Calsin B, Zegarra E. Cinética y mor-
fometria espermatica en semen congelado sexado y
convencional de toros Brown Swiss. Rev. Investig.
Vet. Peru. 2019; 30(1): 500-506.



Tinoco, L. et al.: Fecundacién in vitro de ovocitos bovinos. Rev. Vet. 2024; 35(1): 48-55 55

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Quispe C, Ancco E, Solano J, Unchupaico I, Melli-
sho E. Capacidad de desarrollo embrionario de ovo-
citos de bovino recuperados via ultrasonografia y de
ovarios de matadero. Rev. investig. vet. Peru. 2018;
29(4): 1114-1121.

Quintanilla L, Huanca W, Cérdova A, Ampuero A,
Benavides Lenin. Efecto de la suplementacion del
medio de maduracion con Cisteamina y de dos me-
dios de cultivo (KSOMaa y SOF) en la fecundacion
in vitro de ovocitos bovinos. Rev. investig. vet. Peru.
2015; 26(3): 462-468.

Rasmussen S, Block J, Seidel Jr, Brink Z, Mcsweeney
k, Farin PW, Bonilla L, Hansen PJ. Pregnancy rates of
lactating cows after transfer of in vitro produced em-
bryos using X-sorted sperm. Theriogenology. 2013;
79(3): 453-461.

Resende M, Bezerra M, Perecin F, Oliveira A, Cos-
ta A, Martins V, De Lima H. Separation of x-bearing
bovine sperm by centrifugation in continuous Percoll
and optiprep density gradient: effect in sperm viabili-
ty and in vitro embryo production. Cienc. Anim. Bras.
2009; 10(2): 581-587.

Salgado R, Rugeles C, Alvares J. Efecto de la hepari-
nay de la concentracion espermatica sobre el porcen-
taje de fertilizacion de oocitos bovinos in vitro. Rev.
Col. Cienc. Pec. 2005; 18(2): 122-126.

Sovernigo T, Adona P, Monzani P, Guemra S, Barros F,
Lopes F, Leal C. Effects of supplementation of medium
with different antioxidants during in vitro maturation
of bovine oocytes on subsequent embryo production.
Reprod. Domest. Anim. 2017; 52(4): 561-569.
Sanchez B. Comparacion de dos medios de cultivo in
vitro: CR1aa y SOF sobre la produccion de embriones
bovinos en el Laboratorio de Reproduccion Animal
de Zamorano. Tesis de Grado. Universidad Zamora-
no. 2014. p.7.

Sa M, Nichi M, Soares J, Vieira L, Melo L, Ojeda
A, Campos E, Gemeiro A, Sartori R, Baruselli P.
Sex-sorted sperm for artificial insemination and em-
bryo transfer programs in cattle. Anim. Reprod. 2014;
11(3): 217-224.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Sirard M. 40 years of bovine IVF in the new geno-
mic selection context. Reproduction (Cambridge,
England). 2018; 156(1): 1-7.

Simdes L, Santos P, Bottino M, Lima E, Fernandes,
Orlandi R, Rodrigues S, Caixeta F, Alves N, Souza
J, Quintdo C, Camargo, L, Dode M. Sales J. Nuclear
maturation kinetics and in vitro fertilization of im-
mature bovine oocytes injected into pre-ovulatory fo-
llicles. Theriogenology. 2021; 166: 90-96.

Stinshoff H, Krienke M, Ekhlasi M, Wilkening S,
Hanstedt U, Frese D, Rath D, Bilwein H, Wrenzyc-
ki C. Seminal plasma and seminal plasma proteins
added to bulk sorted sperm do not alter the mRNA
expression of in vitro produced bovine embryos. The-
riogenology. 2012; 78(1): 132-139.

Soliman W, Mahmoud K, El-Khawagah A, Kandiel
M, Abouel M, Ghaffar A, El Azab A. Impact of in
vitro fertilization by fresh and frozen semen on de-
velopmental competence and cryotolerance of buffalo
embryos. Iran J. Vet. Res. 2018; 19(3): 178-181.
Thys H, Nauwynck H, Maes D, Hoogewijs M, Ver-
cauteren D, Rijsselaere T, Favoreel H, Van A. Ex-
pression and putative function of fibronectin and its
receptor (integrin a5B1) in male and female gametes
during bovine fertilization in vitro, Reproduction.
2009; 138(3): 471-82.

Trigal B, Gomez E, Caamano J, Mufioz M, More-
no J, Carroceras S, Martin D. Diez C. In vitro and
in vivo quality of bovine embryo in vitro produced
with sex-sorted sperm. Theriogenology. 2012; 78(7):
1465-75.

Wilson R, Fricke P, Leibfried M, Rutledge J, Penfield
C, Weigel K. In vitro production of bovine embryos
using sex-sorted sperm. Theriogenology. 2006; 65(6):
1007-15.

Xu J, Chaubal S, Du F. Optimizing IVF with sexed
sperm in cattle. Theriogenology. 2009; 71(1): 39-47.

Citacion recomendada

vet.3517479

Tinoco L, Capa Mora ED, Carrera R. Efecto de dos medios de capacitacion espermatica (B.O vs Percoll)
en la fecundacion in vitro de ovocitos bovinos. Rev. Vet. 2024; 35(1): 48-55. doi: https://doi.org/10.30972/



https://doi.org/10.30972/vet.3517479 
https://doi.org/10.30972/vet.3517479 

