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RESUMEN 

La calidad del ovocito es importante para el éxito de la producción de embriones in vitro. Las 

características morfológicas como tamaño folicular, diámetro del ovocito, apariencia del 

citoplasma y la integridad de la zona pelúcida pueden determinar la capacidad de desarrollo 

del ovocito. Además, las evaluaciones de viabilidad, estado de la meiosis y metabólico, pueden 

ser complementarias para determinar la calidad de los ovocitos. La especie de bovino (Bos 

taurus y Bos indicus) es otro parámetro que determina la eficiencia de la producción de 

embriones in vitro. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigación fue elucidar si los 

ovocitos de Holstein Friesian (Bos taurus) de diferentes tamaños, identificados por la tinción 

de azul de cresil brillante (BCB) muestran mejor desarrollo embrionario in vitro. Los ovocitos 

de folículos pequeños (FP: 2.0-4.9 mm) y grandes (FG: 5.0-10.0 mm) fueron clasificados por 

su coloración del citoplasma: azul (BCB+) y sin coloración (BCB-). Los parámetros analizados 

en los ovocitos fueron el diámetro, viabilidad antes de la maduración y después de la 

fertilización, evaluación del estado de la meiosis, desarrollo embrionario y formación de 

blastocisto. Los resultados variaron de acuerdo a la clasificación de los ovocitos; los ovocitos 

BCB+ de FG mostraron mayor porcentaje comparados con los BCB+ de FP (P<0.05). Los 

diámetros de los ovocitos fueron similares en los BCB+ y BCB- de ambos tamaños de folículos 

(P>0.05). La viabilidad fue similar en los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamaños de 

folículos, tanto antes de la maduración como después de la fertilización (P>0.05). Los 

porcentajes de maduración aumentaron en BCB+ y BCB- de FP comparados con el control 

(P<0.05) y fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05). Los porcentajes de 

fertilización fueron mejores en BCB+ que BCB- de FP (P<0.05); contrariamente a este 

resultado, los BCB- mostraron mayor proporción de fertilización que los BCB+ de FG (P<0.05). 

El desarrollo embrionario aumentó en los BCB+ en comparación con los BCB- de FP (P<0.05) 

y fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05). La producción de blastocistos fue mejor 

en BCB+ de FP (P<0.05) y en todos los grupos de FG fue similar (P>0.05). Se concluye que 

la tinción de BCB permite seleccionar a los ovocitos de FP que son competentes para 

desarrollar el estado de blastocisto en ganado Holstein.  

 

Palabras clave: azul de cresil brillante, viabilidad del ovocito, diámetro del ovocito, estado de 

la meiosis, producción de embriones in vitro, Bos taurus. 
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ABSTRACT 

Oocyte quality is important for in vitro embryo production success. Morphological features such 

as follicular size, oocyte diameter, cytoplasm appearance, and zona pellucida integrity 

determine oocyte’s developmental competence. Also, evaluations at the viability, meiotic stage 

and metabolic state, may be complementary to oocyte quality determination. Bovine specie 

(Bos taurus y Bos indicus) is other parameter in vitro embryo production efficiency. Therefore, 

the aim of this study was to elucidate if Holstein Friesian (Bos taurus) oocytes from follicles of 

different sizes, identified by the brilliant cresyl blue staining (BCB), show improved in vitro 

embryo development. Oocytes from small (SF: 2.0-4.9 mm) and large (LF: 5.0-10.0 mm) 

follicles were classified according to their cytoplasm appearance, blue (BCB+) and colorless 

(BCB−). The analyzed parameters in the oocyte were diameter, viability before maturation and 

after fertilization, assessment of the meiotic stage, embryo development and blastocyst 

formation. The results varied according to the classification of oocyte; BCB+ oocytes 

percentage from LF was higher in comparison with BCB+ from SF (P<0.05). Diameters of 

oocyte were similar in the BCB+ and BCB- from both follicular sizes (P>0.05). Viability was 

similar in the BCB+, BCB- and control groups from both follicular types, before maturation as 

well as after fertilization (P>0.05). Maturation percentages increased in both BCB+ and BCB- 

compared to control from SF (P<0.05) and similar in all groups from LF (P>0.05). The 

percentages of fertilization were greater in BCB+ than BCB- from SF (P<0.05); contrary to this 

result, BCB- showed mayor fertilization proportion that BCB+ from LF (P<0.05). Embryo 

development increased in the BCB+ compared to BCB- from SF (P<0.05), and all groups was 

similar from LF (P>0.05). Blastocyst production was best in BCB+ from SF (P<0.05) and in all 

groups from LF was similar (P>0.05). We conclude that BCB staining allows the selection of 

oocytes from SF that are competent of reaching the blastocyst stage in Bos taurus. 

 

Key words: Brilliant cresyl blue, oocytes viability, oocytes diameter, meiosis state, in vitro 

embryo production.  
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1 INTRODUCCIÓN 

 

La producción in vitro de embriones (PIVE) bovinos, es una tecnología manejada por varias 

compañías internacionales, causando un aumento en el número de transferencias de 

embriones in vitro a nivel mundial del 2003 (42,000 embriones) (Gonella et al., 2013) al 2013 

(400,000 embriones) (Gilchrist et al., 2016). Además, la Sociedad Internacional de Tecnología 

de Embriones (IETS: siglas en inglés) reportó un aumento (500%) en la PIVE bovinos entre el 

2001 (109,205 embriones) al 2015 (630,202 embriones) (Vélez et al., 2017). Esta tendencia 

se ha mantenido mundialmente, ya que en el 2017 se menciona que se produjeron 992,289 

embriones in vitro de bovino, pero lo más importante es que esta cantidad indica un aumento 

del 48.9% con respecto a la producción del año 2016 (Viana, 2018). Actualmente, la PIVE 

bovino aumentó 2.6% a nivel mundial en el 2018 (1,029,400 embriones) con respecto a la 

reportado en el 2017 (992,289 embriones) (Viana, 2019). 

 

El país que inició con la producción de embriones in vitro de bovino fue Brasil (Gonella et al., 

2013), aportando hasta el 50% de la producción mundial (Caixeta & Dode, 2010). Este país 

empezó a utilizar la PIVE en bovinos desde el año 2000 donde se transfirieron 12,597 

embriones, reportando 196,000 embriones transferidos para el 2006 (Giraldo, 2011). Estados 

Unidos de América y Brasil fueron los países que reportaron mayor número de embriones 

producidos in vitro, los cuales registran el 95.5% y 76.2% de la PIVE de bovino en América del 

Norte y Sur, respectivamente (Viana, 2018). Actualmente, Estados Unidos de América es el 

país con mayor número de embriones producidos in vitro de bovino con 451,661 y Brasil se ha 

posicionado como en segundo reportando 345,126 embriones. La diferencia entre estos dos 

países fue de 106,535 (Viana, 2019). 

  

Se tiene registro de otros países como Canadá que reporta 127,000 embriones desarrollados 

in vitro de ganado lechero (Colazo & Mapletoft, 2007). En Nueva Zelanda, la industria lechera 

considera que la PIVE y el sexado de embriones son tecnologías que poseen una relación 

positiva en términos de costo-beneficio, representando ingresos adicionales de más de 

800,000 dólares por año (Urrego et al., 2008). 

 

La PIVE a nivel internacional es considerada como una técnica muy productiva, ya que se 

estima que una vaca al nacimiento puede tener aproximadamente 150,000 ovocitos (Gonella 
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et al., 2013), pero menos del 0.1% llegan a ovular (Quispe et al., 2015) y se obtienen durante 

la vida productiva de la vaca entre 4 a 5 crías por monta natural o inseminación artificial, por 

lo que se está subutilizando el potencial genético. Los ovocitos inmaduros pueden ser 

recuperados y mediante la producción in vitro generar embriones (Gonella et al., 2013), que al 

ser transferidos a receptoras se obtengan nacimientos con la mejor genética (Sagirkaya et al., 

2006; López et al., 2007; Gonella et al., 2013). Además, los embriones desarrollados in vitro 

pueden ser criopreservados con fines de comercialización (López et al., 2007; Rodriguez-

Villamil et al., 2016), siendo una alternativa para aquellos lugares que se encuentran retirados 

de un centro local de transferencias de embriones. 

 

Además, la PIVE bovinos es un buen método para la investigación de procesos metabólicos, 

genéticos y del desarrollo de embriones de otras especies, incluso para humanos (Báez et al., 

2010; Gonella et al., 2013). 

 

Generalmente, en la PIVE de bovino se obtiene solo el 40% de blastocistos (Opiela et al., 

2008) y se considera que este problema está relacionado con la calidad del ovocito (Alm et al., 

2005; Ghoneimy et al., 2017).  

 

Siendo que son dos los factores que están relacionados con la calidad del ovocito: biológicos 

y técnicos (Bols et al., 2012), los aspectos biológicos están vinculados con la fisiología de la 

donadora y los técnicos con los métodos de obtención de los ovocitos (Bols et al., 2012). 

 

De acuerdo a lo anterior es esencial determinar y seleccionar a los ovocitos de mejor calidad, 

por lo que se han descrito varios parámetros visuales para evaluar la calidad del ovocito como 

el tamaño folicular (Salimi et al., 2014), diámetro del ovocito (Karami Shabankareh et al., 2014), 

el espesor del cúmulo y la homogeneidad del citoplasma (Bhardwaj et al., 2016). Otros 

indicadores que se consideran para determinar la calidad del ovocito incluyen la viabilidad 

(Fernández et al., 2013), concentración de glutatión (Salimi et al., 2014), la fase de crecimiento 

del ovocito determinada por la tinción de Azul de Cresil Brillante (Karami-Shabankareh et al., 

2014), el estado de la meiosis (Torner et al., 2008), el número de mitocondrias y las 

concentraciones de lípidos (Castaneda et al., 2013; Fakruzzaman et al., 2013). 
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La eficiencia en la PIVE puede ser diferente dependiendo de la especie del bovino, ya que se 

ha observado que la cantidad de embriones obtenidos por fertilización in vitro está determinada 

por la especie de la donadora, por esta razón se han diseñado diferentes programas de PIVE 

en Bos taurus y Bos indicus, respectivamente (Valderrama et al., 2011). 

 

Se ha mencionado que en B. indicus se obtienen mayor número de ovocitos viables y de mejor 

calidad, por lo tanto, se obtiene mejor desarrollo de embriones in vitro que aquellos obtenidos 

de B. taurus (Valderrama et al., 2011; Sales et al., 2015). Sin embargo, la mayor cantidad de 

leche, se obtiene de razas B. taurus especializadas en la producción de leche como Holstein, 

Jersey y Pardo Suizo (Ríos et al., 2015), de ahí la importancia de esta especie en México que 

es responsable aproximadamente del 50.6% de la producción nacional de leche (Villamar & 

Olivera, 2005). 

 

El aprovechamiento de la PIVE en bovinos aumenta si se asocia con la aspiración folicular vía 

transvaginal guiada por ultrasonografía (OPU: siglas en inglés) (Gimenes et al., 2015), ya que 

con OPU se obtienen ovocitos por imagen en tiempo real de vacas con un potencial genético 

especifico (carne y leche) (Denis, 2008). A partir de este material, y utilizando la PIVE se 

pueden generar embriones de un semental con cualidades diferentes que aumentaría el 

potencial genético o vigor híbrido (Watanabe et al., 2017).  

 

Actualmente es frecuente la asociación entre la OPU y PIVE como una alternativa en la 

producción de embriones, debido a que los programas de ovulaciones múltiples y transferencia 

de embriones (MOET: siglas en inglés) presentan deficiencias y son pocas las aplicaciones 

comerciales que se obtienen (Gimenes, et al., 2015). Los beneficios de dicha asociación entre 

OPU y PIVE puede contribuir a la ganadería mexicana, especialmente en el ganado lechero, 

donde la producción nacional de leche en 2017, fue alrededor de 11 billones de litros 

(SAGARPA, 2018). 

 

Además, la OPU y PIVE contribuyen a rescatar aquellas hembras genéticamente privilegiadas 

que presentan alguna anomalía que impiden la reproducción de manera natural (Báez et al., 

2010; Gonella et al., 2013). 
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Brasil impulso y remplazó las MOET por los programas de OPU/PIVE en bovino, además 

fomentó aquellas investigaciones enfocadas en aumentar la eficiencia de la OPU/PIVE en 

ganado Nelore, una raza de B. indicus que representa el 80% del rebaño brasileño (200 

millones de animales) logrando con esta estrategia, una mayor cantidad de ovocitos 

recuperados por OPU con respecto a ganado B. taurus (Pontes et al., 2010). La OPU/PIVE ha 

logrado que el 70% de embriones bovinos sean producidos in vitro en Brasil (Mota et al., 2010); 

demostrando que la PIVE puede ser una alternativa para la producción de embriones de bovino 

para México. 

 

2 MARCO TEORICO 

 

2.1 Ciclo estral y foliculogénesis en bovino. 

En la mayoría de las especies de mamíferos, el desarrollo del folículo y del ovocito es 

determinado por una secuencia de eventos que inicia desde la formación del ovario durante la 

organogénesis y culmina con la liberación de un ovocito en la etapa reproductiva (Picton et al., 

2008).  

 

El ciclo estral del bovino generalmente tiene una duración de 21 días (intervalo: 17-24 días) 

(Sirard, 2011; Colazo & Mapletoft, 2014) y está conformado por una fase folicular (6-7 días) y 

una fase lútea (15 días) (Sirard, 2011). El ciclo se divide en cuatro etapas: 

 

Proestro: la producción de prostaglandinas F2α, disminuye la concentración de progesterona 

e inicia el aumento de FSH y LH (Maldonado et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014); estas 

gonadotropinas inician el desarrollo y crecimiento de folículos destinados a madurar, además 

aumenta la actividad de los órganos reproductivos (Motta et al., 2011). 

 

Estro: aumenta la concentración de LH que conduce a la maduración final del folículo 

ovulatorio, además aumenta la concentración de estrógenos. Las concentraciones 

preovulatorias de GnRH inducen el pico de FSH y LH, la ovulación se lleva a cabo después de 

27 h de iniciado el estro (Maldonado et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014). Está etapa es la 

de aceptación del semental para la cópula (Motta et al., 2011). 
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Metaestro: se forma el cuerpo hemorrágico y a partir de éste, el cuerpo lúteo, además 

aumenta la producción de progesterona (Maldonado et al., 1997; Motta et al., 2011; Colazo & 

Mapletoft, 2014). 

 

Diestro: es el periodo de reposo sexual (Motta et al., 2011). Las células luteinizadas de la 

granulosa y de la teca interna producen cantidades constantes de progesterona (Maldonado 

et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014). Al final del diestro se inicia la producción de 

prostaglandina F2α, la cual causa la lisis del cuerpo lúteo y da inicio a un nuevo ciclo estral. 

 

La “dinámica folicular” se lleva a cabo durante el ciclo estral, la cual involucra los mecanismos 

de crecimiento, regresión y atresia de los folículos por medio de tres procedimientos: 

 

Reclutamiento: grupo de folículos que son seleccionados para que inicien su maduración en 

respuesta a un estímulo de gonadotropinas. 

Selección: a partir de un grupo de folículos, uno es seleccionado el cual continúa su desarrollo 

y no entra en atresia. 

Dominancia: el folículo seleccionado domina el crecimiento folicular e induce la atresia de los 

demás folículos (Maldonado et al., 1997). 

 

El crecimiento folicular de la hembra bovina está regulado por medio de oleadas, las cuales se 

caracterizan por presentar un pico en la concentración de FSH (Henao, 2010; Colazo & 

Mapletoft, 2014). El 95% de ciclos estrales del bovino se componen de 2 o 3 (Maldonado et 

al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014) o hasta 4 oleadas (Maldonado et al., 1997). 

 

Las oleadas foliculares se generan durante la fase lútea (Bó et al., 2003; Sirard et al., 2006; 

Sirard, 2011), y dependiendo del número de oleadas foliculares puede acortarse o alargarse 

el ciclo estral; en vacas con dos, tres y cuatro oleadas, la duración es de 18, 21 y 24 días, 

respectivamente (Maldonado et al., 1997).  

 

El pico en la concentración de FSH circulante durante la oleada folicular causa dos eventos 

importantes: el reclutamiento de tres a seis folículos de 4-5 mm (Fortune et al., 2001; Tabandeh 

et al., 2012) y estimula al folículo dominante para que continúe su desarrollo, diferenciándose 

hasta alcanzar su máximo diámetro. El folículo dominante produce una mayor cantidad de 
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estradiol (Fortune et al., 2001) y ejerce un efecto inhibitorio en el desarrollo de los folículos 

subordinados causando en ellos un proceso de atresia (Ghanem et al., 2007; Sirard, 2011).  

 

El crecimiento y desarrollo del ovocito depende de las células foliculares (Skinner 2005; 

Gilchrist et al., 2008; Picton et al., 2008), esta regulación se lleva a través de uniones 

comunicantes entre el ovocito, las células de la teca y de la granulosa (Skinner, 2005; Picton 

et al., 2008).  

 

El desarrollo folicular se inicia a partir de los folículos primordiales que se desarrollarán a 

folículos primarios, secundarios y terciarios. El ovario contiene una reserva de folículos 

primordiales inactivos con diámetros de 34.6±3.7 µm, cada uno contiene un pequeño ovocito 

que no está en crecimiento, así como una capa de pre-granulosa y de células foliculares 

(Hyttel, 2011). Cada día se activa un cierto número de folículos primordiales (Rodgers & Irving-

Rodgers, 2010), el ovocito no solo inicia su crecimiento, también experimenta modificaciones 

de orden ultra estructural (citoesqueleto) y bioquímico con la finalidad de adquirir la capacidad 

de desarrollo (Gonella et al., 2013).  

 

El folículo primario (46.1±6.1 µm) contiene al ovocito que está rodeado por una simple capa 

de células de la granulosa; ocasionalmente se puede observar entre el ovocito y las células de 

la granulosa pequeñas porciones de zona pelúcida (Hyttel, 2011).  

 

El folículo secundario (101.7±41.8 µm) se desarrolla cuando las células de la granulosa 

comienzan a dividirse, aumentando el número de capas de células (membrana de la granulosa 

o epitelio folicular) alrededor del ovocito (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010); también se 

observan alrededor del ovocito porciones de zona pelúcida asociada con microvellosidades 

(Hyttel, 2011). 

 

El ovocito y las células de la granulosa durante el crecimiento folicular sintetizan y secretan 

elementos relacionados con la regulación del desarrollo folicular (Arashiro et al., 2013), dentro 

de los cuales se pueden mencionar varios tipos de factores de crecimiento como: insulínico 

(IGF-I: siglas en inglés), epidérmico (EGF: siglas en inglés), fibroblástico, transformante β, 

factor 9 de crecimiento de diferenciación y proteína morfogenética del hueso (BMPs: siglas en 

inglés) especialmente BMP4, BMP7 y BMP15 (Picton et al., 2008). 
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En el folículo terciario (>1 mm) se observa al ovocito con la zona pelúcida completa y con 

numerosas células de la granulosa, se forma el cúmulo y sus proyecciones terminan 

invaginadas en el ovolema (microvellosidades) formando uniones de tipo adherentes y 

comunicantes con el ovocito (Hyttel, 2011), además se empieza a formar el antro y las capas 

del estroma especializadas; la teca interna y externa (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010) (Figura 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El sistema de IGF-I puede tener un papel clave en la selección del folículo dominante, debido 

a que estimula la proliferación celular y promueve la diferenciación de las células de la 

granulosa y de la teca, aquel folículo con mayor concentración de IGF-I en el líquido folicular, 

tiende a convertirse en el folículo dominante (Colazo & Mapletoft, 2014). Por otra parte, si la 

concentración de IGF-I circulante es baja, se observa una reducción del diámetro del folículo 

dominante y también es menor el tiempo de persistencia de este folículo dominante (Motta et 

al., 2011). 

 

El folículo dominante tiene más receptores de LH en las células de la granulosa y por eso tiene 

una ventaja competitiva sobre los folículos subordinados (Colazo & Mapletoft, 2014); dicho 

folículo ovula en respuesta al pico de LH. Las células de la teca y granulosa se diferencian en 

 

Figura 1. Desarrollo folicular en diferentes especies. 
Picton et al., 2008 
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pequeñas células luteales formando el cuerpo lúteo. Los folículos que no ovulan entran en 

regresión y sufren atresia (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010). 

 

El desarrollo folicular tiene como finalidad la maduración del ovocito, durante este crecimiento 

los ovocitos adquieren gradual y secuencialmente la capacidad de reanudar la meiosis, 

adquiriendo la maquinaria molecular y citoplasmática necesaria para el desarrollo embrionario 

(Gilchrist et al., 2008).  

 

2.2 Maduración del ovocito. 

 

El ovocito madurado debe tener la capacidad de completar la meiosis y convertirse en una 

célula haploide, prepararse citoplasmáticamente para la fertilización, reprogramar la cromatina 

del espermatozoide y su propia cromatina para formar dos pronúcleos funcionales, permitir el 

desarrollo embrionario temprano e inducir la activación del genoma embrionario (Gonella et 

al., 2013). El ovocito para adquirir esta habilidad debe entrar en un proceso de maduración 

que abarca dos fases: la maduración nuclear y la citoplasmática (Sirard et al., 2006; Gonella 

et al., 2013; Thompson & Gilchrist, 2013). 

 

El ovocito durante la foliculogénesis se somete a cambios a nivel cromosómico (maduración 

nuclear) y modificaciones citoplasmáticas (maduración citoplasmática) para adquirir la 

capacidad de desarrollo (Coticchio et al., 2015; Gilchrist et al., 2016). Al final del proceso de 

maduración in vivo, un ovocito es liberado con la capacidad de llevar a cabo la fertilización y 

el desarrollo embrionario (Fulka et al., 1998). 

 

2.2.1 Maduración nuclear. 

 

El ovocito debe madurar a una célula haploide, lo que implica una serie de eventos a nivel 

cromosómico como son la ruptura de la vesícula germinal (VG), la condensación de los 

cromosomas, alcanzar el estadio de metafase I (MI), la expulsión del cuerpo polar y el 

subsiguiente arresto meiótico en metafase II (MII) (Gonella et al., 2013). 

 

El pico de LH pre ovulatorio induce la maduración, de tal forma que un ovocito inmaduro en 

estado de diploteno (profase I) continúe con la meiosis hasta completar la MII (Mehlmann, 
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2005; Coticchio et al., 2015); este proceso tarda 24 h a partir del pico de LH (Hyttel, 2011). La 

LH induce una señal a través de las células de la granulosa mural (Mehlmann, 2005; Dunning 

et al., 2014), induciendo un pico de AMPc (Adenosín Monofosfato cíclico) en las células de la 

granulosa y del cúmulo, y a su vez el AMPc migra desde estas células al ovocito, activando la 

cinasa de proteínas A y el factor promotor de la maduración (MPF: siglas en inglés) (Gilchrist 

et al., 2016), un complejo proteico compuesto por ciclina B1 y p32cdc2 (Sirard et al., 2006). El 

MPF induce el rompimiento de la VG para continuar con la meiosis (Figura 2) (Mehlmann, 

2005; Gilchrist et al., 2016). 

 

El rompimiento de la VG se observa de 9 a 12 h después del pico de LH y la cromatina 

gradualmente se condensa, después de 15 h los ovocitos han alcanzado la MI y 20 h después 

adquieren la MII (Hyttel, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se menciona que la maduración nuclear de ovocitos de bovino puede llevarse a cabo 

espontáneamente, este fenómeno es causado cuando el ovocito es separado del líquido 

folicular, eliminando factores inhibitorios que están presentes, ocasionando que la meiosis 

avance hasta alcanzar la MII, sin un estímulo hormonal (Mehlmann, 2005; Sirard, 2011). 

 

Figura 2. Vía de señalización de la LH a través de las 
células foliculares. 
Gilchrist et al., 2016 
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2.2.2 Maduración citoplasmática. 

 

La capacidad de desarrollo del ovocito es un término que se utiliza para nombrar a la 

maduración citoplasmática (Thompson & Gilchrist, 2013). El ovocito adquiere gradualmente la 

maduración citoplasmática durante la ovogénesis y foliculogénesis donde aumenta su volumen 

y diámetro por acumulación de agua, iones, carbohidratos, lípidos (Karami-Shabankareh & 

Mirshamsi, 2012), ARNm, ADN mitocondrial, glutatión sintetasa y proteínas que ayudan tanto 

a la maduración nuclear como a la citoplasmática para llevar a cabo la transición del genoma 

materno al embrionario (Mota et al., 2010).  

 

La maduración citoplasmática del ovocito implica modificaciones como el aumento de la 

actividad de la cinasa de proteínas activada por mitógenos y del MPF; se implementan los 

mecanismos necesarios para controlar y regular el aumento de la concentración de Ca2+, 

fundamental para la descondensación de la cromatina del espermatozoide (Gonella et al., 

2013).  

 

En el proceso de la maduración se requiere de energía metabólica. Los ovocitos muestran 

baja actividad de la ruta glucolítica, pero en las células del cúmulo dicha actividad es mayor 

proporcionando al ovocito productos del catabolismo de la glucosa como el piruvato y lactato 

(Cetica et al., 2002). Similarmente, la actividad de glucosa -6- fosfato deshidrogenasa 

(G6PDH: siglas en inglés) es mayor en las células del cúmulo y de la misma manera facilita 

metabolitos como el dinucleótido de nicotinamida-adenina fosfatado (NADPH: siglas en inglés) 

al ovocito (Cetica et al., 2002). 

 

La primera evidencia de maduración citoplasmática se observa cuando el ovocito disminuye 

la actividad transcripcional por la condensación del núcleo (Sirard et al., 2006). Además, la LH 

contribuye a la maduración induciendo la redistribución de mitocondrias, ribosomas, reducción 

del aparato de Golgi, aumento en el contenido de lípidos (Sirard et al., 2006; Caixeta & Dode, 

2010; Hyttel, 2011), alineamiento de los gránulos corticales hacía la membrana plasmática 

(Sirard et al., 2006; Caixeta & Dode, 2010; Hyttel, 2011; Silva et al., 2011) y aumenta el número 

de mitocondrias en el ovocito (Dunning et al., 2014). 
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Los cambios moleculares para adquirir la capacidad de desarrollo del ovocito involucran 

síntesis, degradación y modificaciones de ARNm, así como de proteínas para la fertilización y 

el desarrollo embrionario (Sirard et al., 2006; Caixeta & Dode, 2010). La transcripción 

disminuye cuando el ovocito completa la maduración; este evento se observa en ovocitos de 

folículos de 3 mm, donde la transcripción del ovocito continúa a niveles inferiores, sugiriendo 

que las proteínas son degradadas y los transcritos son traducidos, al momento de la activación 

del genoma embrionario (Caixeta & Dode, 2010). 

 

Los ovocitos de folículos antrales tienen mecanismos únicos para sintetizar y almacenar 

ARNm, pero esta acumulación no se observa en los ovocitos primarios (Sirard, 2011). Los 

ARNs de novo que se sintetizan en una célula somática permanecen durante 2-3 h y después 

son degradados, en cambio algunos ARNs de ovocitos de mamíferos pueden permanecer 

alrededor de 7 días para la activación del genoma embrionario (Sirard, 2011).  

 

Las concentraciones de algunos ARNm aumentan en folículos de gran tamaño (>8 mm): 

PSMB2, SKIIP, CDC5L, RGS16, PRDX1, CCNB2, PTTG1 y CKS1. Estos genes están 

relacionados con la regulación del ciclo, metabolismo y señalización celular, lo que indica que 

los ovocitos competentes almacenan mayor cantidad de ARNm que codifican para proteínas 

involucradas en el ciclo celular para garantizar las primeras divisiones durante el desarrollo 

embrionario (Caixeta & Dode, 2010). 

 

2.2.3 Importancia de la Glucosa -6- fosfato deshidrogenasa en la maduración 

citoplasmática. 

 

La G6PDH es la principal reguladora de la vía de las pentosas fosfato y su función es proveer 

unidades de ribosa fosfato para la síntesis de nucleótidos y proporcionar NADPH (Bhojwani et 

al., 2007; Mota et al., 2010; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Mohammadi-

Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014). La vía de las pentosas fosfato 

también está involucrada en la fertilización (Mota et al., 2010) encargándose de la reducción 

del glutatión (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2011, Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 

2012) proceso necesario para la descondensación del espermatozoide.  
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Los EGF y IGF-I estimulan la actividad de la G6PDH y existe una relación entre el aumento de 

la actividad de la vía pentosas fosfato y el crecimiento celular que puede durar horas o hasta 

días (Tian et al., 1998).  

 

El NADPH es fundamental para el crecimiento celular, debido a que es el principal agente 

reductor intracelular, además es importante para la regulación REDOX (Tain et al., 1998). Las 

concentraciones de NADPH en el ovocito son mantenidas por dos mecanismos: mediante la 

G6PDH del ovocito y a través de las células del cúmulo que transfieren este metabolito al 

ovocito por medio de las uniones celulares. Tales concentraciones de NADPH son necesarias 

para la síntesis de lípidos y regeneración del glutatión reducido (Cetica et al., 2002). 

 

El papel de la G6PDH es trascendental durante el crecimiento folicular (Mota et al., 2010), 

además la enzima es sintetizada en la ovogénesis a lo largo del desarrollo del ovocito 

(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014; Bhardwaj et al., 

2016). La actividad de la G6PDH aumenta durante la etapa de crecimiento y disminuye cuando 

el ovocito ha completado este proceso (Opiela et al., 2008; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 

2011; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Su 

et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014; Bhardwaj et al., 2016). La actividad de la 

G6PDH en el crecimiento del ovocito del bovino puede tener una duración de hasta 6 meses 

(Gonella et al., 2013). 

 

La baja actividad de la G6PDH se relaciona con varios indicadores de maduración 

citoplasmática como la organización de los gránulos corticales, actividad de las mitocondrias, 

concentraciones de lípidos y glutatión citoplasmático (Yang et al., 2016). 

  

2.2.4 Importancia de los lípidos en la maduración citoplasmática. 

 

Los lípidos son moléculas hidrofóbicas y anfipáticas con diversas funciones biológicas como 

fuente de energía, mediadores de señalización celular y forman parte de moléculas 

estructurales de la membrana plasmática y organelos (Dunning et al., 2014), además tienen 

un papel importante en la formación de los propiedades físicas y funcionales de las membranas 

biológicas (Tsujii et al., 2001; Dunning et al., 2014), así como en las interacciones entre célula 

y célula, en la proliferación celular y transporte intracelular e intercelular (Tsujii et al., 2001). 
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Los ácidos grasos de mayor relevancia en el útero de bovino son el oleico, palmítico, linoleico 

y araquidónico, estos tienen un papel especial en el desarrollo embrionario, por lo tanto, la 

presencia de estos ácidos grasos en ovocitos de bovino es diferente. El ácido oleico (33.2%) 

es el más abundante del total de ácidos grasos, seguido del palmítico (24.1%), linoleico 

(16.8%) y araquidónico (15.1%) (Tsujii et al., 2001). 

 

Los ácidos grasos son almacenados intracelularmente como triglicéridos en gotas lipídicas 

(Dunning et al., 2014). El papel biológico de los triglicéridos es de almacenaje de energía 

metabólica (Tsujii et al., 2001; Sturmey et al., 2009), por lo que proveen una gran cantidad de 

energía ante una demanda importante. La oxidación del ácido palmítico puede generar 106 

moléculas de ATP (Dunning et al., 2014) comparada con la oxidación de la glucosa de la que 

sólo se obtiene 38 moléculas de ATP (Ramos et al., 2006).  

 

El número de gotas lipídicas presentes en el citoplasma del ovocito varía de acuerdo a la 

especie, observándose mayor cantidad en ovocitos con predominancia fenotípica Bos taurus 

que en ovocitos con predominancia fenotípica Bos indicus, pero este efecto se invierte cuando 

se desarrollan los embriones in vitro, donde se observa mayor número de gotas lipídicas en 

Bos indicus y sus cruzas (Bos indicus X Bos taurus) que Bos taurus (Ordoñez et al., 2014). Se 

desconoce el mecanismo de la acumulación de las gotas lipídicas en el citoplasma, pero se 

cree que poder ser resultado de dos posibles causas: a) los embriones son capaces de 

adsorber lípidos del medio de cultivo, especialmente de aquellos con abundante cantidad de 

lípidos (suero), b) la acumulación de lípidos es causada por una deficiente capacidad 

mitocondrial para metabolizar los lípidos vía -oxidación (De la Torre et al., 2006). 

 

La actividad de la G6PDH no solo se relaciona con la maduración citoplasmática, sino también 

hay una correlación entre la actividad mitocondrial y la cantidad de lípidos presentes en el 

citoplasma (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017). Los lípidos son 

necesarios para los estados iniciales de desarrollo embrionario, síntesis de proteínas y ARNm, 

además las mitocondrias pueden aumentar la producción de ATP a partir de los ácidos grasos 

(Dunning et al., 2014), proporcionando la energía que se requiere durante la maduración del 

ovocito y el desarrollo embrionario (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014).  
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Los ovocitos de bovino contienen numerosas gotas lipídicas, las cuales están asociadas con 

el retículo endoplásmico y las mitocondrias (Cetica et al., 2002). La cantidad de lípidos 

presentes se ha asociado con el color del citoplasma del ovocito de bovino: transparente, café 

y obscuro. Los ovocitos con citoplasma obscuro tienen mayor capacidad de desarrollo que 

aquellos que son transparentes (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014).  

 

El citoplasma transparente contiene mayor concentración de ácidos oleico y linoleico, pero la 

concentración del ácido palmítico es similar en ovocitos con citoplasma de color transparente 

y obscuro. Solo se observó mayor cantidad de ácido esteárico saturado en los citoplasmas 

obscuros (Dunning et al., 2014). Recientemente el contenido de lípidos del ovocito es 

considerado como un parámetro esencial para la maduración citoplasmática y el desarrollo 

embrionario en bovinos (Ghoneimy et al., 2017).   

 

Las concentraciones de triglicéridos y colesterol de los ovocitos de bovino disminuyen 

progresivamente durante la maduración in vitro (MIV), fertilización in vitro (FIV) y desarrollo 

embrionario in vitro (DEIV) (Castaneda et al., 2013); antes de la maduración se reportan 

concentraciones de 50-59 ng de triglicéridos, después de la MIV de 37-46 ng y post-fertilización 

de 34 ng (Sturmey et al., 2009). Existen diferentes factores que modifican la concentración de 

lípidos en el ovocito, líquido y células foliculares, como son: la dieta, la condición corporal, la 

edad (novillas ó vacas adultas), lactación (Dunning et al., 2014) y la especie (B. taurus, B. 

taurus/B. indicus y B. indicus) (Ordoñez et al., 2014).  

 

2.3 Determinación de la calidad del ovocito de bovino. 

 

La calidad de los ovocitos es el principal factor que afecta en la PIVE (Opiela et al., 2008; 

Gonella et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016), el 60% de los ovocitos de bovino recuperados 

fallan en alcanzar el estado de blastocisto después de la fertilización (Alm et al., 2005; Opiela 

et al., 2008). Este problema está relacionado con la calidad del ovocito al inicio de la MIV (Alm 

et al., 2005; Ghoneimy et al., 2017). 

 

El bovino es una especie mono-ovulatoria por lo que la mayor parte de los folículos y ovocitos 

obtenidos están destinados a degenerar (Blondin & Sirard, 1995; Herradón et al., 2007), por 

ello es necesario identificar al ovocito con la capacidad para reanudar la meiosis, dividirse 



15 

 

después de la fertilización, desarrollarse al estado de blastocisto, inducir la gestación y llevar 

a término el nacimiento (Hasan et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017). La 

calidad de los ovocitos de bovino puede estar determinada por varios aspectos, los cuales se 

agrupan en factores biológicos y técnicos (Bols et al., 2012). En cuanto a los biológicos están 

contemplados, el estado clínico y fisiológico de las donadoras (Gonella et al., 2013) así como 

el estado del ciclo estral en el momento que son aspirados los ovocitos (Bols et al., 2012; 

Quezada-Casasola et al., 2018), la fisiología del folículo, la estimulación hormonal (Bols et al., 

2012), la especie y raza (Camargo et al., 2006; Bols et al., 2012; Gimenes et al., 2015; Quispe 

et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017), la edad (Caixeta & Dode, 2010; Labrecque & Sirard, 2014; 

Ghoneimy et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018), la estacionalidad (Bó et al., 2003; 

Ghoneimy et al., 2017), las condiciones ambientales (Camargo et al., 2006; Gutiérrez et al., 

2014; Quispe et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017) y el estado nutricional (Valderrama et al., 

2011; Bols et al., 2012; Quispe et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017). 

 

Mientras que los factores técnicos que determinan la calidad del ovocito están relacionados 

con los procedimientos de recuperación: visualización del folículo, agujas empleadas, el 

método de aspiración y obtención del ovocito (Bols et al., 2012). 

 

Se han descrito algunos parámetros para predecir la calidad del ovocito, en un intento por 

determinar su capacidad de desarrollo. La más frecuente es la evaluación de las 

características morfológicas como: el espesor del cúmulo y la homogeneidad del citoplasma 

(Caixeta & Dode, 2010; Heleil & Fayed, 2010; Gonella et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 

2014; Salimi et al., 2014; Bhardwaj et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017), el tamaño folicular de 

donde es obtenido el ovocito (Karami Shabankareh et al., 2014; Labrecque & Sirard, 2014; 

Salimi et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017) y el diámetro del ovocito (Pujol et al., 2004; Heleil & 

Fayed, 2010; Karami Shabankareh et al., 2014; Salimi et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017); 

además el momento en que se da la primera división embrionaria, se ha considerado como 

indicativo de la calidad (Caixeta & Dode, 2010). 

 

Evaluaciones de tipo celular y molecular se han utilizado para determinar la calidad del ovocito 

tales como pruebas de viabilidad con MTT (azul de tiazolil) para evaluar la actividad de la 

mitocondrias (Fernández et al., 2013), las concentraciones de glutatión intracelular, el cual es 

un biomarcador de la maduración citoplasmática (Salimi et al., 2014, la tinción de Azul de Cresil 
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Brillante que determina la fase de crecimiento del ovocito (Karami-Shabankareh et al., 2014; 

Muasa et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017) el estado de la meiosis antes de la MIV (Torner et 

al., 2008), el número de mitocondrias y la distribución de lípidos (Castaneda et al., 2013; 

Fakruzzaman et al., 2013; Ghoneimy et al., 2017). 

 

Las evaluaciones de la calidad del ovocito tienen como objetivo determinar la capacidad de 

desarrollo del mismo, por lo que es necesario describir en que se basan cada una de ellas y 

sus implicaciones en la PIVE. 

 

2.3.1 Especie y Raza. 

 

Se obtienen ovocitos de mejor calidad, mayor número de ovocitos viables y mejor desarrollo 

de embriones in vitro en B. indicus que aquellos obtenidos de B. taurus (Valderrama et al., 

2011; Sales et al., 2015). 

 

La fisiología reproductiva entre B. taurus y B. indicus es diferente en algunas características, 

tales como la duración del estro, dinámica folicular, concentraciones de hormonas esteroideas 

y la estacionalidad (Sales et al., 2015).  

 

La duración del estro es diferente en B. indicus y B. taurus (Bó et al., 2003); incluso se 

manifiesta en animales prepúberes, siendo más corto y menos manifiesto en B. indicus 

(Reynolds et al., 1963). Sin embargo, esta característica puede estar sujeta a la raza y no a la 

especie; la duración del estro no mostró diferencia entre Angus (B. taurus) y Brahman (B. 

indicus): 19±2 h y 17±2 h, respectivamente (Bó et al., 2003). 

 

Los procesos que se llevan a cabo durante la dominancia folicular son similares entre las 

especies de ganado bovino, sin embargo hay diferencias en el tamaño del folículo dominante, 

siendo de mayor diámetro en B. taurus que B. indicus (Robles et al., 2000; Bó et al., 2003; 

Henao, 2010; Motta et al., 2011; Colazo & Mapletoft, 2014; Muasa et al., 2015), siendo de 8.5-

20 mm y 6.2-12 mm, respectivamente (Bó et al., 2003; Motta et al., 2011). Consecuentemente, 

el diámetro del cuerpo lúteo es mayor en B. taurus (20-30 mm) que B. indicus (17-21 mm), lo 

que conlleva a que la concentración de progesterona sea menor en esta última especie (Bó et 

al., 2003; Colazo & Mapletoft, 2014). 
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En vaquillas de Pardo Suizo presentaron folículos dominantes con mayor diámetro en 

comparación con vaquillas Cebú (no se especifica la raza) (Calderón et al., 2000). Las tasas 

de crecimiento del folículo dominante y de otros folículos es mayor en las razas europeas (1.1-

2.0 mm/día) que en la raza Nelore (0.9 mm/día) (Valencia et al., 2017).  

 

La diferencia más notable desde el punto de vista reproductivo entre las especies de bovino 

son el número de ondas foliculares por ciclo estral. Se ha mencionado que en B. taurus se 

presentan 2 oleadas foliculares (81%) y 3 oleadas en B. indicus (50-60%) (Henao, 2010; Motta 

et al., 2011), incluso ocasionalmente hasta 4 oleadas (5%) en esta última (Bó et al., 2003; 

Colazo & Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). En novillas Nelore, vacas Gyr y Brahman 

predominan ciclos estrales de 3 oleadas (Valencia et al., 2017). Esta diferencia en el número 

de oleadas causa que B. indicus (Nerole y Gyr) pueda reclutar un mayor número de folículos 

(33.4±3.2) que B. taurus (24.4±2.5) (Holstein y Angus) (Henao, 2010; Motta et al., 2011; Colazo 

& Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). Por esta razón, en B. indicus se observa una mayor 

población folicular (<5 mm) (Colazo & Mapletoft, 2014; Quispe et al., 2015). En un estudio 

llevado a cabo en más de 100 vaquillas Nelore se registraron 41.5 de folículos 3 mm en 

promedio, además se detectaron un número mayor de folículos pequeños en novillas Brahman 

que en Angus (Valencia et al., 2017). Esta diferencia se hace más evidente cuando se utiliza 

la OPU para obtener los ovocitos, donde se recuperaron 17.1 y 11.4 ovocitos de ganado Gyr 

y Holstein, respectivamente (Pontes et al., 2010). Similarmente, en otro estudio se obtuvo 

mayor cantidad de ovocitos de Nelore (35.2±4.8, 37.5±4.4 y 38.5±4.3) que Holstein (13.8±1.8, 

16.2±2.2 y 16.2±2.3) durante tres recuperaciones diferentes, respectivamente (Gimenes et al., 

2015). Aunque, esta diferencia también se observa entre razas de la misma especie, se 

obtuvieron 5.2, 7.0 y 9.1 ovocitos de ganado Holstein, Pardo Suizo y Simmental, 

respectivamente (Quispe et al., 2015).  

 

Una posible explicación de la diferencia del desarrollo folicular entre las especies de bovino 

puede estar relacionada con las concentraciones de IGF-I que son diferentes entre B. indicus 

y B. taurus (Bó et al., 2003), ya que el mayor desarrollo folicular que se observa en B. indicus 

está asociado con un aumento en los niveles sanguíneos de IGF-I (Gimenes et al., 2015). Se 

ha demostrado que IGF-I y la folistatina pueden regular el reclutamiento folicular, además la 
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administración de la hormona de crecimiento aumenta la concentración de IGF-I, lo que reclutó 

mayor cantidad de folículos por oleada folicular (Valencia et al., 2017). 

 

Además, existen algunas diferencias del DEIV entre las especies de bovinos, incluso suele ser 

diferente, si es ganado de carne o leche. Los ovocitos de razas especializadas en la producción 

de carne, son más competentes y desarrollan a blastocisto con más frecuencia que aquellos 

ovocitos obtenidos de razas lecheras (Camargo et al., 2007; Silva et al., 2013). Por lo que el 

DEIV es menor en Jersey (raza lechera) que en Nelore y Angus (razas cárnicas) (Silva et al., 

2013). Similarmente, obtuvieron mayor desarrollo de blastocisto (53.4%) de Hereford 

comparado con Holstein (39.5%) (Fischer et al., 2000). 

 

La especie de la donadora es un factor importante en la cantidad de embriones desarrollados 

por FIV, pero esta cualidad está determinada por las condiciones climáticas y de zona donde 

habitan las donadoras. El DEIV es mejor en B. indicus bajo condiciones tropicales (Camargo 

et al., 2007). En cambio, la proporción de blastocisto en B. taurus fue mejor en clima templado 

(14ºC) (Valderrama et al., 2011).  

 

Se ha reconocido ampliamente que en B. taurus, es muy sensible al estrés calórico, 

adaptándose mejor en clima templado (Camargo et al., 2007; Valderrama et al., 2011). Los 

embriones de Nelore y Brahman tienen mejor resistencia al estrés calórico (41ºC durante 6 h) 

que embriones de Jersey, Holstein y Angus (Silva et al., 2013). Esta resistencia ayuda a que 

los embriones se desarrollen bajo condiciones estresantes; en investigaciones previas, han 

obtenido mejor desarrollo de blastocisto (41%) de la raza Brahman durante la época de calor 

(22-36 ºC) que la raza Holstein (0%) (Rocha et al., 1998). Similarmente, en otro estudio 

observaron mejor desarrollo de blastocisto en otras razas de B. indicus como Nelore y Gyr 

(28%), en comparación con la raza Holstein (15%) (Gimenes et al., 2015). 

 

Esta resistencia al estrés calórico puede ser transmitida a través del ovocito y espermatozoide 

de B. indicus. Los embriones obtenidos con ovocitos de Brahman y espermatozoide Angus 

fueron más termorresistentes que embriones desarrollados a partir de ovocitos Holstein y 

espermatozoide Angus (Báez et al., 2010).  
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Se ha determinado que las peores épocas para implementar los programas de transferencia 

de embriones de B. indicus es el otoño e invierno, siendo la mejor época en verano, en cambio 

en B. taurus se obtiene un mayor número de embriones transferibles durante la época fría 

(Gutierrez et al., 2014). 

 

2.3.2 Edad. 

 

La edad de las donadoras puede influir sobre la calidad del ovocito (Torner et al., 2008; 

Ghoneimy et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018). Las vacas de 13 a 16 años disminuyen 

su fertilidad en comparación con las jóvenes de 3 a 6 años (Labrecque & Sirard, 2014). Las 

novillas B. indicus de 4-7 meses desarrollan blastocistos in vitro en proporción similar que las 

de vacas adultas, en cambio la calidad del ovocito es similar entre novillas Holstein de 7-11 

meses y vacas adultas (Camargo et al., 2006).  

 

2.3.3 Estacionalidad y condiciones ambientales. 

 

La duración del día está ligada al desempeño reproductivo del bovino, los mecanismos por los 

cuales los días largos modifican la reproducción en bovinos aún no están claros, pero al 

parecer esta condición tiene un mayor efecto en ganado B. indicus que B. taurus (Bó et al., 

2003). El desempeño reproductivo de ganado B. indicus fue mejor durante el verano (Camargo 

et al., 2006; Gutierrez et al., 2014; Watanabe et al., 2017) que en invierno (Bó et al., 2003); el 

61% de preñez en ganado Brahman (B. indicus) fue obtenido durante el verano y el 36% en 

otoño (Bó et al., 2003). Por otra parte, la eficiencia reproductiva en B. taurus es mejor durante 

el otoño-invierno (Camargo et al., 2006) que primavera-verano (Bó et al., 2003), pero este 

efecto se le atribuye más al estrés calórico que al fotoperiodo. 

 

Las condiciones ambientales pueden modificar algunas funciones básicas y reproductivas del 

bovino (Ghoneimy et al., 2017). El ganado B. taurus es muy sensible a los cambios 

ambientales y al estrés calórico (Silva et al., 2013) causando un inmediato deterioro en el 

desarrollo folicular (Baéz et al., 2010). El aparato reproductor femenino expuesto a 

temperaturas elevadas puede afectar la foliculogénesis, disminuye el flujo de sangre hacia el 

útero y las concentraciones de progesterona (Silva et al., 2013). Se ha reportado que el estrés 

calórico modifica negativamente la comunicación intracelular entre las células de la granulosa, 
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cúmulo y el ovocito, y este daño puede modificar la capacidad del ovocito para ser fecundado 

y el desarrollo embrionario (Rocha et al., 1998; Baéz et al., 2010; Silva et al., 2013). Además, 

compromete la viabilidad de las células de la granulosa y de la teca interna provocando 

cambios en la esteroidogénesis (Baéz et al., 2010). 

 

El ganado B. indicus tienen la habilidad especial para controlar su temperatura corporal, está 

característica puede ser una adaptación genética a nivel celular que permite a esta especie 

sobrevivir en climas calurosos (Camargo et al., 2006). Además, el B. indicus poseen 

características anatómicas y funcionales que le permite adaptarse a los cambios climáticos y 

mayor resistencia a enfermedades (Báez et al., 2010). Por lo que en regiones tropicales 

predominan el B. indicus debido a su mejor adaptabilidad al estrés calórico y enfermedades 

parasitarias, en cambio, B. taurus tiene una mejor adaptación en regiones templadas (Bó et 

al., 2003; Báez et al., 2010; Ríos et al., 2015). 

 

2.3.4 Estado nutricional. 

 

La condición corporal es importante, debido a que refleja el estado de nutrición del animal. La 

condición corporal puede influir en la liberación y síntesis de hormonas metabólicas y 

reproductivas, la calidad del ovocito y el desarrollo folicular (Sales et al., 2015; Maia et al., 

2017). La dieta tiene estrecha relación con la capacidad de desarrollo del ovocito in vivo. Las 

fórmulas de las dietas para novillas y vacas, que exceden los requerimientos nutricionales para 

el crecimiento y mantenimiento respectivamente, resultan perjudiciales para la fertilización 

(Sales et al., 2015). Por otra parte, se relaciona una mala nutrición con baja calidad de los 

ovocitos, problemas para continuar con la meiosis y número de folículos reclutados (Maia et 

al., 2017). El desarrollo folicular es alterado por las bajas concentraciones de IGF-I circulante, 

causando una reducción del diámetro del folículo dominante (Motta et al., 2011). 

 

2.3.5 Evaluación del espesor del cúmulo y homogeneidad del citoplasma. 

 

La selección de los ovocitos para la PIVE en ambas especies del bovino, se basa 

principalmente en la evaluación a través del microscopio de la cantidad y compactación de las 

células del cúmulo alrededor del ovocito, además de la homogeneidad del citoplasma (Caixeta 

& Dode, 2010; Mirshamsi et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016). 
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Los ovocitos con mayor viabilidad presentan citoplasma homogéneo con granulaciones finas, 

de coloración marrón y completamente envueltos por varias capas de células del cúmulo 

dispuesta en forma compacta (Herradón et al., 2007; Gonella et al., 2013). Se ha demostrado 

que existe una relación entre la apariencia de las células del cúmulo y del citoplasma con la 

capacidad de desarrollo embrionario in vitro. Generalmente esta evaluación describe 4 

categorías (Herradón et al., 2007; Caixeta & Dode, 2010; Bols et al., 2012; Gonella et al., 

2013):  

 

➢ Grado 1: Son los complejos-ovocitos-cumulus (COCs) con citoplasma homogéneo con 

granulaciones finas y múltiples capas compactas de células del cúmulo (Caixeta & 

Dode, 2010). Los COCs deben presentar por arriba de 3 capas de células. La zona 

pelúcida llena, completa y de color marrón (Gonella et al., 2013). 

 

➢ Grado 2: COCs que presentan citoplasma con pequeñas áreas mostrando 

irregularidades y cúmulo compacto menor que la categoría 1 (Caixeta & Dode, 2010), 

al menos 3 capas de células (Gonella et al., 2013). Estas irregularidades pueden estar 

concentradas más en el centro, distribuidas en la periferia o condensadas en una sola 

zona aparentando una mancha oscura (Gonella et al., 2013).  

 

➢ Grado 3: Ovocito con citoplasma heterogéneo/vacuolizado (Caixeta & Dode, 2010) con 

espacios entre la membrana celular y la zona pelúcida (Gonella et al., 2013) cubierto 

por pocas capas de células de cúmulo o con pequeñas áreas desnudas (Caixeta & 

Dode, 2010; Gonella et al., 2013). 

 

➢ Grado 4: Ovocito con citoplasma heterogéneamente pigmentado y cúmulo 

completamente o parcialmente ausente o expandido (Caixeta & Dode, 2010; Gonella 

et al., 2013).  

 

 

Los COCs clasificados como grado 1 son considerados como los más competentes para el 

desarrollo embrionario y los COCs de grado 4 son comúnmente descartados para la PIVE 

(Caixeta & Dode, 2010; Bols et al., 2012). 
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La abundancia de las células del cúmulo es importante debido a las comunicaciones a través 

de proyecciones del cúmulo que penetran la zona pelúcida y mediante uniones comunicantes 

al ovolema (Bols et al., 2012). Las células del cúmulo, no solo juegan un papel importante para 

la maduración y fertilización, sino también para alcanzar el estadio de blastocisto (Janowski et 

al., 2012).  

 

Sin embargo, la selección del ovocito mediante este método aporta un vago criterio de elección 

(Mirshamsi et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016). Se menciona que ovocitos con apariencia 

morfológica normal pueden encontrarse en un estado temprano de degeneración (Karami-

Shabankareh et al., 2014; Sadeesh et al., 2014), por lo que la evaluación morfológica no es un 

criterio suficiente para identificar a los ovocitos con las mejores cualidades para el cultivo in 

vitro y garantizar el desarrollo hasta blastocisto (Opiela et al., 2008). 

 

2.3.6 Tamaño folicular. 

 

El desarrollo folicular es un proceso clave en donde existe una relación positiva entre el tamaño 

folicular y el DEIV (Caixeta & Dode, 2010; Catalá et al., 2011; Ghoneimy et al., 2017). Varios 

estudios han reportado que los ovocitos de folículos grandes poseen mayor capacidad de 

desarrollo que aquellos obtenidos de folículos pequeños (Caixeta & Dode, 2010; Karami 

Shabankareh et al., 2014; Labrecque & Sirard, 2014). Se obtuvo el 17.1%, 29.8% y 46.2% de 

blastocistos de bovino a partir de folículos <2 mm, entre 2 y 6 mm, y >6 mm, respectivamente 

(Lonergan et al., 1994). 

 

Los ovocitos de bovino provenientes de folículos pequeños (<2-5 mm) poseen menores tasas 

de MIV, FIV y producción de blastocistos que los ovocitos provenientes de folículos de mayor 

tamaño (>5 mm) (Gonella et al., 2013). Aunque, los ovocitos de folículos de 2 y 3 mm pueden 

tener buenos porcentajes de desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006) y de blastocisto 

(Karami Shabankareh et al., 2014), probablemente estos ovocitos provengan de pequeños 

folículos atrésicos, los cuales tienen la capacidad de dividirse, incluso desarrollar un blastocisto 

(Muasa et al., 2015). Se menciona que para que el ovocito adquiera su capacidad de desarrollo 

tiene que pasar por la fase de pre-maduración que normalmente se lleva a cabo durante la 
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última fase pre-ovulatoria justo antes del pico de LH, similarmente estos cambios suceden 

durante la atresia folicular (Hendriksen et al., 2004).  

 

Por otra parte, se han reportado que los ovocitos obtenidos de folículos >5 mm poseen mayor 

cantidad de transcritos de los genes GDF9, Oct4, Ciclina A y SLBP comparados con los 

ovocitos de folículos <2 mm. El transcrito de SLBP tiene la función de estabilizar, activar y la 

traducción del ARNm de histonas durante la maduración del ovocito y fertilización (Caixeta & 

Dode, 2010). 

 

Se ha demostrado que en diferentes tamaños de folículos (<3; 3-5; 5-8 y >8 mm) existe una 

acumulación gradual de ARNm específicos, importantes para la capacidad de desarrollo del 

ovocito a medida que se incrementa el tamaño folicular; la mayoría de estos genes fueron 

relacionados con el ciclo celular (Mourot et al., 2006). Aunque en otro estudio se encontraron 

muy pocas diferencias en la cantidad de ARNm de H1Foo, H3A, GHR, GDF9, BMP15, OOSP1 

a partir de diferentes tamaños de folículos (1.0-3.0, 3.1-6.0, 6.1-8.0 y >8.1 mm), y solo el ARNm 

H2A aumentó gradualmente en relación al tamaño folicular; esta diferencia fue más evidente 

en ovocitos de folículos >8.1 mm (Caixeta et al., 2009). Algunos investigadores concluyen que 

la capacidad de desarrollo depende de unos pequeños cambios cuantitativos de algunos 

ARNm específicos (Labrecque & Sirard, 2014). 

 

La selección de los ovocitos basados en el tamaño folicular no garantiza el desarrollo de 

embriones durante un programa de PIVE, debido a que folículos con diámetros idénticos 

pueden tener diferentes características fisiológicas a partir de un mismo individuo (Sugulle et 

al., 2008). 

 

2.3.7 Diámetro del ovocito. 

 

El diámetro del ovocito es importante para completar la meiosis y adquirir la capacidad de 

desarrollo en bovino (Ghoneimy et al., 2017), caprino (Wang et al., 2012) y ovino (Karami-

Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Ghoneimy et al., 2017).  

 

El tamaño del ovoplasma de bovino está relacionado con el desarrollo folicular. Se reportan 

diámetros de 31.6±4.3 µm, 45.6±14.0 µm y >110 µm, obtenidos de folículos primario, 
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secundario y terciario, respectivamente (Hyttel, 2011). Existe una relación entre el tamaño 

folicular, diámetro del ovocito y DEIV de bovino (Catalá et al., 2011). El diámetro “crítico” en el 

que los ovocitos adquieren la capacidad de desarrollo, es de 110-120 µm; este tamaño 

corresponde en aquellos ovocitos recuperados de folículos >3 mm (Herradón et al., 2007; 

Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015); esta afirmación corresponde al hecho de que el 

ovocito de bovino completa su fase de crecimiento cuando se encuentra en un folículo de 3 

mm (Fair et al., 1995; Iwata et al., 2004; Janowski et al., 2012). Asimismo, se han observado 

ovocitos con baja actividad de G6PDH obtenidos de folículos <3 mm (Muasa et al., 2015); todo 

lo anterior demuestra que la selección de ovocitos de folículos de 3 mm puede ser esencial 

para el PIVE de bovino. 

 

Estudios previos han determinado diferentes diámetros del ovoplasma de ovocitos de bovino 

con relación a su tamaño folicular: se mencionan 122 µm en folículos ≥ 2 mm, (Castaneda et 

al., 2013); 110 µm en folículos de 3 mm (Muasa et al., 2015); 114.45 µm en folículos de 2 a 4 

mm y 117 µm en folículos ≥4 mm (Fair et al., 1995). 

 

Los ovocitos con diámetro del ovoplasma entre 110 m (Castaneda et al., 2013) y 115 µm 

(Otoi et al., 1997) pueden continuar con la meiosis y alcanzar la MII. Los ovocitos con 

diámetros de 110, 119 (Pujol et al., 2004) y 135 m (Amstrong et al., 2001) tienen la capacidad 

para desarrollarse al estado de blastocisto.  

 

Un factor importante para determinar el diámetro del ovocito de bovino es el método que se 

elija para calcularlo (Castaneda et al., 2013), se han reportado dos métodos: utilizando un 

ocular con regla micrométrica, se realiza la medición en forma directa (Pujol et al., 2004; 

Manjunatha et al., 2007; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012) y el otro método es la 

aplicación de softwares computacionales (Catalá et al., 2011; Wang et al., 2012; Castaneda et 

al., 2013). Además, hay que considerar otros factores: el número de mediciones a realizar e 

incluir o excluir la zona pelúcida en los cálculos (Castaneda et al., 2013). 
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2.3.8 Determinación de la viabilidad de ovocitos. 

 

La determinación de la viabilidad de los ovocitos es otra evaluación esencial antes de la MIV, 

proporcionando un panorama sobre la calidad de los ovocitos que son utilizados para la PIVE. 

 

El azul de tiazolil ó MTT [3-(4,5-dimetiliazol-2-y1)-2,5- bromuro difeniltetrazolio] (Perks et al., 

2003) se ha usado para determinar la viabilidad de ovocitos de porcinos (Fernández et al., 

2013), espermatozoides (Iqbal et al., 2010), células de la granulosa en humanos (Perks et al., 

2003) y linfocitos (Mosmann, 1983). 

 

La actividad mitocondrial del ovocito puede ser evaluada con azul de tiazolil ó MTT (Perks et 

al., 2003), un colorante de tetrazolio soluble en agua, que es convertido a un compuesto 

púrpura insoluble de formazán por el sistema succinato deshidrogenasa de la mitocondria 

activa, donde se lleva a cabo una fragmentación reductora del anillo de tetrazolio (Mosmann, 

1983; Iqbal et al., 2010). Los ovocitos viables presentarán una coloración púrpura y en los 

ovocitos no viables no se observará esta coloración (Fernández et al., 2013).  

 

2.3.9 Tinción del azul de cresil brillante (BCB). 

 

La búsqueda de una prueba que logre evaluar la calidad del ovocito sin modificar su viabilidad 

y que además le permita al ovocito continuar con su desarrollo para mejorar la PIVE (Bols et 

al., 2012) ha sido motivo de varias investigaciones. Dicha prueba debe ser económica, fácil de 

implementar, que permita evaluar un gran número de COCs, confiable y sobre todo no invasiva 

(Goovaerts et al., 2010).  

 

En 1993 surge el primer reporte que describe el uso del azul de cresil brillante (BCB: siglas en 

inglés) para identificar a los mejores ovocitos para la maduración y fertilización in vitro de 

porcino (Bols et al., 2012). 

 

El BCB es un colorante de fenoxazina (Azari-Dolatabad et al., 2016) que tiene como base al 

ácido gálico que se utiliza para colorantes azules (Beyer & Walter, 1987). El BCB es un 

compuesto aceptor de electrones (Alm et al., 2005; Silva et al., 2011; Karami-Shabankareh et 
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al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014) transformando la fenoxazina a un componente sin 

color, la Leuco-fenoxazina (Azari-Dolatabad et al., 2016). 

 

La intensidad de la tinción de BCB está determinada por la actividad intracelular de la G6PDH, 

ya sea conservando la tonalidad de color azul o convertirlo a una sustancia incolora (Alm et 

al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Manjunatha et al., 2007; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 

2011; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Pawlak et al., 2014; 

Karami-Shabankareh et al., 2014). Cuando el ovocito completa su fase de crecimiento la 

actividad de la G6PDH disminuye y por la captación del BCB, el citoplasma del ovocito 

permanece de color azul (BCB+), por otra parte si el ovocito se encuentra en el periodo de 

crecimiento, la actividad de la G6PDH es intensa por lo que metaboliza el BCB y 

consecuentemente se observa un citoplasma incoloro (BCB-) (Goovaerts et al., 2010; 

Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2011; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Karami-

Shabankareh et al., 2014). Además, la tinción de BCB es considerada como una tinción de 

viabilidad, debido a sus propiedades en determinar la actividad de la G6PDH (Pujol et al., 2004; 

Manjunatha et al., 2007; Heleil et al., 2010; Goovaerts et al., 2010; Bols et al., 2012; Lopes et 

al., 2015). 

 

La tinción de BCB es modificada por la G6PDH, pero aún no han quedado muy claras las 

bases bioquímicas que expliquen a este hecho. Sin embargo, varias interpretaciones han 

intentado describir la acción de la G6PDH: la enzima reduce directamente el BCB (Pujol et al., 

2004; Heleil et al., 2010; Opiela et  al., 2010; Catalá et al., 2011; Catalá et al., 2012; Duarte et 

al., 2013; Ashry et al., 2015; Bhardwaj et al., 2016; Rodriguez-Villamil et al., 2016), la G6PDH 

degrada al BCB (Spikings et al., 2007; Sugulle et al., 2008; Egerszegi et al., 2010; Mota et al., 

2010; Kempisty et al., 2011; Su et al., 2012; Kumar & Malakar, 2013; Mohammadi-

Sangcheshmeh et al., 2014; Mohapatra et al., 2015), la G6PDH neutraliza el color azul de la 

tinción causando que el ovocito no muestre alguna coloración (Duarte et al., 2011; Silva et al., 

2011), porque el BCB es reducido por el NADPH, un producto de la acción de  la G6PDH (Alm 

et al., 2005; Silva et al., 2011; Santos et al., 2013; Azari-Dolatabad et al., 2016). De acuerdo a 

argumentos anteriores, pareciera que tanto la G6PDH y NADPH pueden reducir al BCB debido 

a las propiedades que posee el colorante de ser un aceptor de electrones. 
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Se han publicado diversas revisiones bibliográficas que han descrito la utilidad del BCB 

(Goovaerts et al., 2010; Bols et al., 2012; Opiela & Kątska-Ksiązkiewicz, 2013; Ghoneimy et 

al., 2017) y sus aplicaciones en bovino, caprino, porcino y ovino (Bols et al., 2012; Opiela & 

Kątska-Ksiązkiewicz, 2013), así como sus desventajas (Ghoneimy et al., 2017). La 

concentración de 26 M de BCB se recomienda para evaluar ovocitos de bovino (Ghanem et 

al., 2007; Goovaerts et al., 2010; Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Silva et al., 2011; 

Janowski et al., 2012; Tabyeh et al., 2012; Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et 

al., 2014; Ashry et al., 2015; Karami-Sabankareh et al., 2015; Lopes et al., 2015; Mohapatra et 

al., 2015; Muasa et al., 2015; Bhardwaj et al., 2016; Rodriguez-Villamil et al., 2016; Ghoneimy 

et al., 2017), ovino (Catalá et al., 2011; Catalá et al., 2012; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 

2012; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Wang et al., 2012; Mohammadi-

Sangcheshmeh et al., 2014; Azari-Dolatabad et al., 2016), caprino (Rodríguez-González et al., 

2002; Kumar & Malakar, 2013; Abrazari-Kia et al., 2014), equino (Mohammadi-Sangcheshmeh 

et al., 2011), canino (Rodrigues et al., 2009), ratón (Yan-Guang et al., 2007; Salimi et al., 2014), 

rata (Duarte et al., 2011) y humano (Duarte et al., 2013). En cambio, en porcinos se 

recomienda una concentración de 13 M (Egerszegi et al., 2010; Santos et al., 2013; Pawlak 

et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017). 

 

Los ovarios recuperados en rastro, representan la mayor fuente disponible de ovocitos 

inmaduros, pero la calidad de éstos es heterogénea (Bhojwani et al., 2007). La evaluación de 

la actividad G6PDH por medio de la tinción BCB puede convertirse en una herramienta de gran 

utilidad para la PIVE (Bhojwani et al., 2007), además no es invasiva, lo que permite continuar 

con la MIV y FIV después de la selección (Goovaerts et al., 2010). 

 

La identificación de los ovocitos con BCB, ha aumentado la producción de blastocistos con 

respecto a un control en bovino (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su 

et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek et al., 2014), y búfalo (Heleil & Fayed, 

2010; Mohapatra et al., 2015), además, en animales prepúberes de bovino se observan estos 

beneficios (Opiela & Kątska-Ksiązkiewicz, 2013). Sin embargo, algunas investigaciones en 

bovino reportan que no hay diferencia en la formación de blastocisto entre BCB+ con su 

respectivo control (Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013; Opiela & 

Kątska-Ksiązkiewicz, 2013) (Tabla I).  
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Tabla I. Porcentaje de blastocistos obtenidos de ovocitos identificados con la tinción BCB en 
diferentes especies. 
 

Especie Control % BCB+ % BCB- % Referencia 
Vaquilla 5.2 12.3* 1.6 Pujol et al., 2004 
Bovino 19.2 34.1* 3.9 Alm et al., 2005 
Bovino 
SCNT 

21.0 39.0* 4.0 Bhojwani et al., 2007 

Bovino 13.2 14.2** 7.6 Opiela et al., 2008 
Bovino 22.7 20.3** 16.2 Opiela et al., 2010 
Bovino 25.0 28.7** 16.4 Mota et al., 2010 
Bovino 28.0 35.0* 10.0 Silva et al., 2011 
Bovino ND 19.3 7.4 Janowski et al., 2012 
Bovino 
SCNT 

28.6 39.0* 12.1 Su et al., 2012 

Bovino 28.2 30.9** 13.0 Fakruzzaman et al., 2013 
Bovino 25.7 35.7* 16.5 Mirshamsi et al., 2013 
Bovino G: 19.75 

M: 19.15 
P: 11.23 

G: 26.65* 
M: 25.69* 
P: 14.76 

G: 10.66 
M: 13.25 
P: 5.84 

Karami-Shabankareh et al., 2014 

     
Búfalo G: 25.8 

M: 21.2 
P: 11.2 

G: 39.1* 
M: 35.2* 
P: 18.3* 

G: 12.9 
M: 10.8 
P: 5.7 

Heleil & Fayed, 2010 

Búfalo 14.63 43.41 22.74 Mohapatra et al., 2015 
Búfalo 17.22 31.58* 7.73 Bhardwaj et al., 2016 

*Significa diferencia con respecto al control. 
**Significa diferencia con respecto a BCB-. 
SCNT: Transferencia nuclear de células somáticas; ND: No determinado. 
P: Folículo Pequeño; M: Folículo Mediano; G: Folículo Grande. 
 

 

2.3.9.1 Tinción BCB en bovino 

 

Existen dos métodos para la obtención de ovocitos de bovino: la aspiración directa del ovocito 

a partir de folículos visibles de diferentes tamaños y la liberación mecánica del ovocito en un 

medio por cortes en la superficie del ovario. Estos métodos de obtención pueden ser un factor 

en la identificación de ovocitos con BCB, debido a que el tamaño folicular determina el grado 

de crecimiento del ovocito (Salviano et al., 2016). Por lo tanto, se obtienen de 48% a 76% de 

ovocitos BCB+ recuperados por aspiración de folículos (2 a 8 mm) y 58% en promedio por 

corte del ovario (Tabla II).  
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Tabla II. Porcentaje de identificación de ovocitos de bovino con la tinción BCB en relación al 
método de obtención del ovocito. 
 

Método Obtención BCB+ % BCB- % Referencia 
P: 2-6 mm 66.5 33.5 Pujol et al., 2004 
P: ≥ 3 mm 57.2 40.8 Manjunatha et al., 2007 
P: 2-8 mm 70.0 30.0 Opiela et al., 2008 
P: 2-6 mm 71.7 28.3 Sugulle et al., 2008 
P: 3-8 mm 60.4 39.6 Mota et al., 2010 
P: 2-8 mm 48.6 51.4 Koester et al., 2011 
P: 3-8 mm 65.0 35.0 Silva et al., 2011 
P: 3-5 mm 66.2 33.8 Janowski et al., 2012 

    
P: 3-8 mm 54.3 45.7 Mirshamsi et al., 2013 
P: <3 mm 

      3-6 mm 
      >6 mm 

45.14 
64.56 
59.30 

54.86 
35.44 
40.70 

Karami Shabankareh et al., 
2014 

P: 1-3 mm 
    3-6 mm 
    >6 mm 

73.1 
76.5 
88.1 

26.8 
23.4 
11.8 

 
Muasa et al., 2015 

P: 3-8 mm 67.5 32.5 Salviano et al., 2016 
P:3-8 mm V: 58.9 

I: 51.1 
41.1 
48.9 

Maia et al., 2017 

P: 2-8 mm 54.0 46.0 Otero et al., 2017 
P: 2-8 mm 70.8 29.2 Quezada-Casasola et al.., 

2018 
    

C 57.9 42.1 Alm et al., 2003 
C 59.4 40.6 Bhojwani et al., 2007 

             P: Punción folicular; C: Corte del ovario; V: Verano; I: Invierno. 

 

En el bovino se ha estudiado la eficiencia de la selección con BCB en la MIV y la FIV. La 

evaluación de la MIV demostró que ovocitos identificados con BCB mostraron mayor 

porcentaje de MII en ovocitos BCB+ que BCB- (Lekola et al., 2016), alcanzando el 72.5% (Alm 

et al., 2005), 86.2% (Manjunatha et al., 2007), 65% (Silva et al., 2011), 75% (Su et al., 2012), 

73.5% (Otero et al., 2017) y 78% (Maia et al., 2017).  

 

En cuanto a la eficiencia en la fertilización de ovocitos identificados con BCB, se ha mostrado 

mayor porcentaje en los ovocitos BCB+ comparado con los BCB-, alcanzando el 81.6% vs 

55.4% (Manjunatha et al., 2007) y 61.7% vs 41.5% (Mirshamsi et al., 2013).  
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Los porcentajes de división embrionaria y blastocistos de bovino identificados con el BCB 

fueron similares independientemente del método de obtención de los ovocitos. El porcentaje 

de división embrionaria en ovocitos BCB+ obtenidos por punción folicular alcanzó un máximo 

de 85% y un mínimo de 64%. Por corte del ovario la división embrionaria fue de 78% y 72%, 

respectivamente. La producción de blastocistos con ovocitos BCB+ obtenidos por punción 

folicular consiguieron máximos de 39% y mínimos de 1.5%, y por corte de ovarios fueron de 

39% y 33%, respectivamente (Tabla III). 

 

Tabla III. Porcentaje de división embrionaria y de blastocistos de ovocitos de bovino 
identificados por la tinción de BCB en relación al método de obtención del ovocito. 

 
Método de 
Obtención 

BCB+ BCB-  
Referencias División 

% 
Blastocisto 

% 
División 

% 
Blastocisto 

% 
P: ≥3 mm 71.2 33.4 52.2 5.2 Manjunatha et al., 

2007 
P: 5-8 mm 64.4 18.5 51.3 8.4 Mota et al., 2010 
P: 2-8 mm 74.4 1.5 56.6 8.8 Opiela et al., 2010 
P: 3-8 mm 75.0 35.0 75.0 10.0 Silva et al., 2011 
P: 3-5 mm 65.4 19.3 55.8 7.8 Janowski et al., 

2012 
P: 2-8 mm 71.08 39.03 47.84 12 Su et al., 2012 
P: 2-8 mm 79.6 30.9 72.0 13.0 Fakruzzaman et al., 

2013 
P: <3 mm 
     3-6mm 

       >6 mm 

82.93 
83.51 
85.70 

14.76 
25.69 
26.65 

39.31 
42.45 
41.46 

5.84 
13.25 
10.66 

Karami 
Shabankareh et al., 
2014 

P: 1-3 mm 
     3-6 mm 
    >6 mm 

72.18 
67.87 
80.64 

18.94 
19.45 
29.03 

67.91 
66.66 

- 

9.7 
13.72 

- 

Muasa et al., 2015 

P: 3-8 mm 68.2 31.1 51.4 10.5 Salviano et al., 
2016 

      
C 72.8 34.1 71.6 3.9 Alm et al., 2005 
C 78 39 51 4 Bhojwani et al., 

2007 
C 78.4 33.1 75 12.1 Torner et al., 2008 

P: Punción folicular; C: Corte del ovario. 

 

Se ha demostrado de distintas maneras la eficiencia de la selección de ovocitos BCB+ de 

bovino comparados con su respectivo control, el hallazgo más importante es el aumento en el 

desarrollo embrionario y la producción de blastocistos (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005; 

Bhojwani et al., 2007; Silva et al., 2011; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-
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Shabankareh et al., 2014; Salviano et al., 2016; Rodríguez-Villamil et al., 2016). Además, es 

mejor la viabilidad de los blastocistos obtenidos a partir de ovocitos BCB+ (Fakruzzaman et 

al., 2013). Asimismo, con BCB+ aumentó el 10% (Su et al., 2012) y 18% (Bhojwani et al., 2007) 

de embriones clonados, observándose este aumento de blastocistos también en animales 

prepúberes (9.2%) (Pujol et al., 2004), pero solo aumentó en un 3% de blastocistos cuando 

los ovocitos BCB+ fueron vitrificados (Rodríguez-Villamil et al., 2016). 

 

Las investigaciones para determinar las propiedades de ovocitos BCB+ de bovino, revelaron 

que contienen mayor cantidad de lípidos que los BCB-. Los ácidos grasos son importantes 

durante la maduración y el desarrollo embrionario (Castaneda et al., 2013), además se ha 

encontrado mayor cantidad de ARNm relacionada con la capacidad de desarrollo en los 

ovocitos BCB+ (Ashry et al., 2015). También han encontrado diferencias en el número de 

células por blastocisto, donde fue mayor en ovocitos BCB+; se considera que el número de 

células está relacionado con la implantación y el desarrollo fetal (Fakruzzaman et al., 2013). 

 

Estudios realizados en búfalo también revelan los beneficios obtenidos con los ovocitos BCB+, 

donde aumentan los porcentajes de MII, división embrionaria y blastocisto (Heleil & Fayed, 

2010; Bhardwaj et al., 2016), además el número de células por blastocisto fue mayor en 

ovocitos BCB+ que BCB- (71.15 vs 52.89; 31.58 vs 7.73 y 93.14 vs 71.42) (Bhardwaj et al., 

2016), así como también aumentó 28.78% de blastocistos clones con respecto al control 

(Mohapatra et al. 2015). 

 

Sin embargo, algunas investigaciones han cuestionado la eficiencia de la tinción BCB para 

mejorar los estándares en la PIVE en bovinos (Opiela & Kątska-Ksiązkiewicz, 2013). Existen 

investigaciones que no encontraron diferencias en las proporciones de MII en ovocitos BCB+ 

con respecto al control (Alm et al., 2005; Lekola et al., 2016; Maia et al., 2017; Ghoneimy et 

al., 2017; Otero et al., 2017), e incluso, algunos autores no recomiendan el uso de la selección 

con la tinción de BCB para mejorar la maduración nuclear de bovino (Alm et al., 2005; Lopes 

et al., 2015; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017).  

 

Algunos estudios reportan grandes similitudes en el desarrollo embrionario entre los ovocitos 

BCB+ y su control (Bhojwani et al., 2007; Sugulle et al., 2008; Su et al., 2012; Silva et al., 2011; 

Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014; Salviano et al., 2016). Además, 
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otros afirman que los porcentajes de blastocistos de ovocitos BCB+ no fueron diferentes al 

control (Opiela et al., 2008; Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013, 

Opiela & Kątska Ksiązkiewicz, 2013). Estos resultados generan cierta duda de la eficiencia de 

BCB para identificar a los ovocitos con la capacidad de desarrollo embrionario in vitro de 

Bovino (Karami-Shabankareh et al., 2014; Pawlak et al., 2014). 

 

Se ha sugerido que la tinción de BCB puede provocar cierta toxicidad en los ovocitos, debido 

al tiempo de incubación que requiere (90 min) (Pawlak et al., 2014). Algunas investigaciones 

reportan indicios de apoptosis en los ovocitos BCB+ (Opiela et al., 2008; Ghoneimy et al., 

2017) y sus respectivas células del cúmulo (Janowski et al., 2012). Además, afirman que 

disminuye la expresión de genes anti-apoptóticos como Bcl-2 en los ovocitos BCB+ y BCB- 

después de la MIV (Opiela et al., 2008). Asimismo, en ovocitos madurados de porcinos, se ha 

observado que la tinción de BCB afecta la función de las mitocondrias, disminuyendo el 

potencial de membrana y los niveles de ATP (Santos et al., 2013). 

 

Estos efectos secundarios negativos también se han observado en los blastocistos obtenidos 

de ovocitos BCB+, los cuales mostraron actividad de caspasa-3 (enzima asociada a procesos 

apoptóticos), pero este efecto no se manifiesta en BCB- y en los controles (Opiela & Kątska 

Ksiązkiewicz, 2013).  

 

2.3.9.2 Relación entre BCB y el diámetro del ovocito. 

 

Estudios previos han demostrado que los ovocitos BCB+ tienen mayor diámetro que los 

ovocitos BCB- de bovino (Pujol et al., 2004; Castaneda et al., 2013), búfalo (Manjunatha et al., 

2007; Bhardwaj et al., 2016), ovino (Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Wang et al., 

2012) y caprino (Rodríguez-González et al., 2002). Similarmente, este efecto se manifestó en 

animales prepúberes de bovino (Pujol et al., 2004), ovino (Catalá et al., 2011) y caprino 

(Rodríguez-González et al., 2002). Los ovocitos de mayor diámetro de ovino son obtenidos de 

folículos >5 mm (Karami-Shabakareh & Mirshamsi, 2012) (Tabla VIII). El diámetro del ovocito 

es muy importante para continuar con la meiosis y alcanzar la MII (Otoi et al., 1997), así como 

el desarrollo de blastocisto (Amstrong et al., 2001; Pujol et al., 2004).   
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Tabla IV. Diámetros de ovocitos identificados con BCB en diferentes especies. 
Especie Donadora Tamaño 

Folicular 
Zona 

Pelúcida 
BCB+ 
±DE1 

BCB- 
±DE1 

Referencia 

con sin 
Bovino Prepúber 2-6 mm ✓  152±5* 147±5 Pujol et al., 2004 
Búfalo Adulta >3 mm ✓  144±4* 136±4 Manjunatha et al., 

2007 
Búfalo Adulta 2-8 mm ✓  145±1* 132±1 Bhardwaj et al., 

2016 
Bovino Adulta >2 mm  ✓ 121±1 120±1 Castaneda et al., 

2013 
        

Ovino Adulta 2-6 mm ✓  163±3* 159±7 Wang et al., 2012 
Ovino Adulta >5 mm 

3-5 mm 
>3 mm 

✓ 
✓ 
✓ 

 156±7* 

154±5* 
150±5* 

153±4 
148±6 
145±5 

Karami-
Shabakareh & 
Mirshamsi, 2012 

Ovino Adulta Corte 
Ovárico 

✓  147±7* 130±8 Mohammadi-
Sangcheshmeh 
et al., 2012 

Ovino Prepúber Corte 
ovárico 

 ✓ 123±2* 106±2 Catalá et al., 2011 

        
Caprino Prepúber Corte 

ovárico 
Grado 1 
Grado 2 
Grado 3 

  
 
✓ 
✓ 
✓ 

 
 

136±5* 
136±5* 
135±8* 

 
 

127±9 
128±9 
123±10 

 
Rodríguez- 
González et al., 
2002 

1 Valores en micrómetros, *Significa diferencia estadística (P<0.05) entre los diámetros BCB+ y BCB-. 

 

 

2.3.10 Estado de la meiosis. 

 

La evaluación del estado de la cromatina es considerada como una evaluación de la calidad 

del ovocito (Torner et al., 2008); el estado de la meiosis se relaciona con la capacidad de 

desarrollo del ovocito en varias especies y la condensación de la cromatina se asocia a la 

actividad transcripcional (Labrecque & Sirard, 2014).  

 

La VG tiene un papel importante para que el citoplasma del ovocito adquiera su completa 

capacidad de desarrollo (Fulka et al., 1998; Coticchio et al., 2015), debido a que la cromatina 

en este estadio está dispersa y descondesada para que la maquinaria transcripcional tenga 
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acceso a múltiples sitios de transcripción (Coticchio et al., 2015). Los ovocitos de bovino 

presentan particularmente cuatro estados distintos y progresivos de VG (VG0, VG1, VG2 y 

VG3); el análisis de estos estadios refleja la dinámica en la transcripción durante la 

remodelación de la cromatina (Labrecque & Sirard, 2014). 

 

Los aspectos importantes para el establecimiento del desarrollo embrionario después de la 

fertilización: son el estado apropiado de la cromatina y el ensamblaje de la maquinaria 

transcripcional. Los cambios en la estructura de la cromatina, juegan un papel importante en 

la reprogramación de la expresión de los genes durante la activación del genoma embrionario 

(Torner et al., 2008). 

 

 

2.4 Técnicas de obtención de ovocitos de bovino. 

 

Los métodos de obtención del ovocito de bovino pueden tener influencia en la calidad de los 

ovocitos obtenidos (Bols et al., 2012). Generalmente se describen cuatro métodos: 

laparotomía, laparoscopia, OPU y aspiración directa del folículo a partir de ovarios 

recuperados en rastro. 

 

La laparotomía ventral o medial para obtención de los ovocitos tiene algunos inconvenientes: 

requiere anestesia general, la necesidad de un médico veterinario cirujano, ciertas 

instalaciones, equipo y un operario para su ejecución, además de las complicaciones 

inherentes a toda cirugía; sin embargo, se sigue utilizando en animales prepúberes de bajo 

peso y talla que no pueden ser aspirados por OPU (Gonella et al., 2013).  

 

La laparoscopia vía flanco es considerada como una técnica con alto grado de repetibilidad, 

pero la visualización del ovario suele ser complicada y requiere de personas expertas para 

realizar la recolección debido al riesgo de presentar adherencias en el sitio de la punción y de 

peritonitis (Gonella et al., 2013). 

 

La OPU fue desarrollada en la época de los 80s con el fin de recolectar los ovocitos de una 

manera menos traumática que la cirugía o la laparoscopia. Entre sus principales ventajas, se 

puede mencionar que es menos invasiva y su aplicación no requiere de estímulo hormonal, 
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aunque con un tratamiento hormonal se observa un mayor número de folículos, y aumenta la 

posibilidad de ser utilizada en cualquier momento del ciclo estral, incluso en gestaciones 

tempranas. Además, es rápida y requiere una anestesia mínima. Actualmente la OPU es la 

más utilizada para la PIVE de donadoras de alto potencial genético, ya sea con propósitos 

comerciales o de investigación (Herradón et al., 2007; Bols et al., 2012; Gonella et al., 2013).  

 

La aspiración de los folículos de ovarios recuperados en rastro es el método más comúnmente 

utilizado en bovino, cuando no se requiere de animales genéticamente privilegiados (Herradón 

et al., 2007; Heleil et al., 2010; Bols et al., 2012; Gonella et al., 2013), debido a que constituyen 

una mayor abundancia de ovocitos para la investigación y producción de embriones de forma 

económica (Gonella et al., 2013). La aspiración se realiza de manera directa de los folículos 

visibles utilizando una aguja y jeringa. Sin embargo, estos ovarios contienen varios tipos y 

tamaños de folículos antrales (Sirard, 2011), por lo que este material es extremadamente 

heterogéneo en términos de calidad y DEIV (Heleil et al., 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et 

al., 2015). Tal diversidad no puede ser benéfica para optimizar programas de PIVE (Sirard, 

2011). Por lo que es necesario estandarizar un protocolo de selección de ovocitos para obtener 

resultados consistentes (Heleil & Fayed, 2010). 

 

La recuperación de los ovarios en rastro puede contribuir a recuperar cierto lote de animales 

donde se reconoce su mérito genético (recuperación genética “beef from dairy”) (Gonella et 

al., 2013). 

 

2.5 Producción in vitro de embriones de bovino. 

 

Los ovocitos inmaduros obtenidos son sometidos a programas de PIVE para generar 

embriones y obtener nacimientos con mejor potencial genético (Sagirkaya et al., 2006; López 

et al., 2007; Gonella et al., 2013). Estos programas dependen en gran medida de la raza, tanto 

B. taurus como en B. indicus (Valderrama et al., 2011). Pero también del fin productivo (carne 

o leche) (Silva et al., 2013). La PIVE se ha implementado principalmente en novillas B. taurus, 

aunque en Brasil utiliza estratégicamente esta biotecnología para mejorar su rebaño de B. 

indicus (Nelore) (Muasa et al., 2015), ya que el DEIV de B. indicus es mayor que en B. taurus, 

pero bajo condiciones de trópico (Valderrama et al., 2011; Sales et al., 2015).   
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Independientemente de la especie de bovino, las ventajas que se obtienen al implementar un 

programa de PIVE son (Herradón et al., 2007): 

 

➢ Aumenta el rendimiento de programas para la producción de embriones a partir de 

hembras con alto valor genético. 

➢ Permite producir embriones a muy bajo costo. 

➢ Recuperación genética de animales sacrificados en rastro (por edad avanzada, 

infertilidad o enfermedad). 

➢ Permite el aprovechamiento de aquellas hembras con alteraciones estructurales o 

funcionales del aparato reproductor. 

➢ Facilita la utilización de semen sexado. 

 

La PIVE es una biotecnología que consta de tres técnicas fundamentales: primera, la 

recuperación del ovocito a partir del ovario y su subsecuente cultivo para su MIV, segunda, la 

capacitación del espermatozoide y la FIV; y tercera, el cultivo in vitro del cigoto para el 

desarrollo del blastocisto (Lekola et al., 2016; Quezada-Casasola et al., 2018). Estos procesos 

se llevan a cabo en 24 h, 48 h y 9 días después de la obtención y selección de los ovocitos, 

respectivamente (Quezada-Casasola, et al., 2018). 

 

2.5.1 Maduración in vitro. 

 

La MIV es una etapa decisiva en el rendimiento de la PIVE y junto a la calidad del ovocito 

tienen un papel importante en la capacidad de desarrollo (Opiela & Kątska-ksiązkiewicz, 2013). 

La MIV es fundamental para que un ovocito pueda continuar con la meiosis hasta la MII, 

requisito necesario para ser fertilizado y se desarrolle un embrión. Una vez obtenidos los 

ovocitos madurados pueden someterse a la FIV o pueden ser almacenados en nitrógeno 

líquido por medio de la vitrificación para su posterior uso y de esta manera preservar el material 

genético (Thompson & Gilchrist, 2013). 

 

La maduración nuclear del ovocito bovino requiere un periodo de cultivo de 18 a 22 h y 

comprende el reinicio de la meiosis desde la profase de la primera división meiótica hasta la 

MII (segunda división meiótica) (Gonella et al., 2013). De acuerdo a lo anterior, la MIV se define 
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como la maduración meiótica de COCs inmaduros (VG) para alcanzar el estadio de MII 

(Thompson & Gilchrist, 2013). 

 

La MIV aumenta los porcentajes de maduración nuclear en especies como el ratón, ovino 

(Thompson & Gilchrist, 2013) y porcino (López, 2018); en cambio, se obtiene menos del 50% 

en mono Rhesus y Humano lo que significa que la especie puede ser un factor en el éxito de 

la MIV (Thompson & Gilchrist, 2013). El 90% de los ovocitos de bovino alcanzan la MII (Mucci 

et al., 2006), por lo que la tasa de maduración nuclear de ovocitos cultivados in vitro puede ser 

similar a la que se encuentra in vivo (Caixeta & Dode, 2010). 

 

Sin embargo, hay que mencionar que existen diferencias en la MIV entre las especies, 

observándose que en B. indicus (Mestizas) se obtiene mayor porcentaje de ovocitos 

madurados (51.47%) en comparación con B. taurus (Mestizas) (39.62%) (Baéz et al., 2010). 

 

La composición de los medios que se utilizan para la MIV de bovino son diferentes, siendo el 

más común el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM-199) con sales de Earle, suplementado 

con hormonas LH y FSH (Krisher et al., 1999; Gandhi et al., 2000; Herradón et al., 2007; 

Manjunatha et al., 2007; Heleil & Fayed, 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015; 

Bhardwaj et al., 2016). El medio con fluido oviductal sintético (SOF) es otro medio que se 

puede utilizar para la MIV de ovocitos de bovino, pero no muestra diferencia en el porcentaje 

de MII comparado con el TCM-199 (Gandhi et al., 2000). 

 

Es frecuente que el medio de MIV se suplemente con una fuente de proteína como suero fetal 

bovino (SFB) y factores de crecimiento que ayudan para alcanzar una óptima expansión del 

cúmulo y consecuentemente mejore la maduración del ovocito (Herradón et al., 2007; Gonella 

et al., 2013).  

 

La composición del suero es compleja, indefinida y variable lo que ocasiona que los resultados 

en la MIV sean diferentes; similarmente este problema se presenta en las hormonas de origen 

hipofisarias que presentan variaciones en el grado de pureza. Una posible alternativa es el uso 

de FSH y LH recombinantes, cuyo grado de pureza es mayor (Herradón et al., 2007). 
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2.5.2 Fertilización in vitro. 

 

En la fecundación in vitro existen varios factores que son importantes, pero un paso esencial 

es la adecuada maduración del ovocito. Además, se menciona que puede haber diferencias 

de la FIV entre las especies de bovinos, así lo demostraron Baez et al. (2010), donde 

obtuvieron mayor proporción de fertilización evaluada por la presencia de dos pronúcleos 

(14.28%) en ovocitos con predominancia B. indicus, en comparación con B. taurus (10.22%). 

 

El espermatozoide para que tenga la capacidad de fecundar a un ovocito tiene que pasar por 

un proceso llamado capacitación espermática, tal evento se lleva a cabo por dos fases 

simultáneas: la remoción de factores descapacitantes y estímulos capacitantes presentes en 

el aparato reproductor de la hembra, los cuales producen modificaciones bioquímicas tales 

como la desestabilización-fluidez de la membrana plasmática y la hiperactivación espermática. 

Ambas fases son esenciales para la reacción del acrosoma y la posterior penetración del 

espermatozoide al ovocito, para ello es importante la presencia de calcio extracelular (Gonella 

et al., 2013).  

 

Se menciona que algunos glucosaminoglicanos presentes en el aparato reproductor femenino 

son los responsables de la eliminación de componentes adheridos a la membrana del 

espermatozoide, alteran la composición lipídica de su membrana, aumentan la permeabilidad 

de los iones de calcio y el metabolismo. Los glucosaminoglicanos son polímeros lineales 

constituidos por unidades de disacáridos formados generalmente por un ácido urónico y una 

hexosamida (Gonella et al., 2013). 

 

El medio de fertilización debe proporcionar un ambiente óptimo para la capacitación 

espermática y la fecundación. Es fundamental mantener el correcto metabolismo del ovocito y 

las células del cúmulo, así como la función espermática (Gonella et al., 2013). La revisión 

bibliográfica que realizaron Wrigh & Bondioli en 1981, describe que desde 1974 se ha 

estudiado la FIV de bovino con diferentes medios de fertilización (TCM-199, solución de 

Ringer, fluido folicular, medio Tyrode y medio Ham’s F10). Actualmente se utiliza el medio 

Tyrode suplementado con fuentes energéticas (piruvato y lactato) y albúmina sérica (TALP) 

(Coy et al., 2002; Alm et al., 2005; Herradón et al., 2007; Bassiouni & Masoud, 2010; Mota et 

al., 2010; Janowski et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013). El medio TALP se suplementa con 
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penicilamina (20 µM), hipotaurina (10 µg) y epinefrina (1 µg) para estimular la reacción 

acrosomal (Mota et al., 2010; Gonella et al., 2013; Mirshamsi et al., 2013) y aumentar la 

eficiencia en la FIV.  

 

El medio amortiguado con Tris modificado (TBMm) frecuentemente es utilizado para la FIV en 

porcinos, (Park & Niwa, 2009; Egerszegi et al., 2010), pero también puede ser utilizado para 

bovinos, obteniendo porcentajes de fertilización de 87-98% (Park & Niwa, 2009). Además, el 

TBMm promueve la monospermia en bovino (80%) en comparación con TALP (40%) (Coy et 

al., 2002).  

 

La capacitación espermática del bovino mejora por la incorporación de heparina al medio de 

fertilización (Alm et al., 2005; Herradón et al., 2007; Janowski et al., 2012). La heparina es el 

glucosaminoglicano más frecuentemente utilizado para capacitar los espermatozoides bovinos 

(Gonella et al., 2013). La concentración de heparina necesaria para la capacitación 

espermática varía desde 2 µg/mL (Gonella et al., 2013) hasta 200 µg/mL (Alm et al., 2005; 

Herradón et al., 2007; Janowski et al., 2012). La catecolamina, adrenalina y el aminoácido 

hipotaurina son sustancias que han sido utilizadas en los medios para realizar el proceso de 

capacitación in vitro, aumentando la motilidad espermática y la penetración del ovocito 

(Gonella et al., 2013). 

 

Las técnicas más utilizadas para la separación de los espermatozoides vivos de los demás 

componentes seminales y de los crioprotectores son: swim up, gradientes de percoll y lavado 

espermático. El protocolo de swim up consiste en que los espermatozoides vivos son 

separados de los muertos, plasma seminal y de los componentes diluyentes por motilidad 

ascendente. En la técnica de Percoll, el semen se centrifuga, pasándolo por diferentes 

gradientes de concentración, para permitir la separación de los espermatozoides vivos de los 

demás constituyentes del semen basándose en la diferencia de densidades (Gonella et al., 

2013). 

 

Generalmente, el co-cultivo del espermatozoide con el ovocito es realizado por un periodo de 

18 y 22 h, a una temperatura de 39 ºC en una atmósfera de 5% de CO2 (Gonella et al., 2013). 
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2.5.3 Desarrollo embrionario in vitro. 

 

El objetivo de esta técnica es permitir que los ovocitos fertilizados se desarrollen hasta un 

estadio embrionario en el que se pueda realizar la transferencia a una hembra receptora 

(Gonella et al., 2013).  

 

Es importante considerar el medio de cultivo embrionario que será utilizado durante el DEIV, 

el cual proporcionará los nutrientes necesarios durante el periodo de cultivo (Dorado et al., 

2006). Los medios de cultivo de embriones tratan de simular los nutrientes presentes desde el 

oviducto hasta el útero (Dorado et al., 2006): electrólitos, carbohidratos, lípidos, aminoácidos 

y proteínas (Gonella et al., 2013). 

 

En el bovino se ha evaluado el DEIV usando una variedad de medios de cultivo (Gandhi et al., 

2000) cuya composición va desde una solución simple de sales balanceada y carbohidratos; 

dentro de éstos se tiene al medio Charles Rosenkrans 1 (CR1), SOF y medio optimizado de 

potasio (Sagirkaya et al., 2006; Herradón et al., 2007; Aguirre et al., 2009), hasta componentes 

más complejos como TCM-199 suplementado con suero y/o con una monocapa de células 

somáticas (Sagirkaya et al., 2006). 

 

Los medios de cultivo embrionario pueden ser clasificados dependiendo de su composición en 

tres sistemas de cultivo: indefinido, semi definido y definido (Camargo et al., 2006; Dorado et 

al., 2006; Herradón et al., 2007; Gonella et al., 2013).  

 

Sistema Indefinido. Son aquellos medios que son suplementados con SFB que provee de 

sustancias que beneficia al DEIV, entre las cuales se encuentran: aminoácidos, vitaminas, 

factores de crecimiento y sustratos energéticos que pueden estimular el desarrollo de los 

estadios más avanzados (Gonella et al., 2013). Por otra parte, también contiene compuestos 

tóxicos que inhiben las divisiones iniciales del embrión (Camargo et al., 2006; Gonella et al., 

2013). Las propiedades del SFB pueden variar de un lote a otro, lo que puede influir 

directamente en la producción de embriones (Gardner & Lane, 1998). 

 

Los embriones desarrollados con SFB pueden presentar alteraciones ultraestructurales, 

aumentan la acumulación de lípidos citoplasmáticos, anormalidades en la expresión génica, 
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defectos en la compactación y blastulación (Gonella et al., 2013), además estos embriones 

tienen menor resistencia a la criopreservación (Herradón et al., 2007). 

 

El co-cultivo es otro método del sistema indefinido, comúnmente usado en laboratorios 

comerciales de Brasil para producir embriones de bovino (Camargo et al., 2006). Las células 

somáticas ayudan al desarrollo embrionario, debido a que eliminan sustancias tóxicas como 

metales pesados o hipoxantinas que pueden inducir bloqueo en dos blastómeros (Dorado et 

al., 2006; Herradón et al., 2007; Gonella et al., 2013), también metabolizan parte del oxígeno 

evitando la producción de especies reactivas de oxígeno (López et al., 2007; Gonella et al., 

2013), secretan compuestos embriotróficos como factores de crecimiento (Camargo et al., 

2006; Dorado et al., 2006; Herradón et al., 2007; Gonella et al., 2013), proteínas, carbohidratos 

y piruvato (López et al., 2007). Sin embargo, el co-cultivo tiene algunas desventajas, ya que 

las células somáticas pueden ser una fuente de variación en los lotes de producción de 

embriones, debido a los diferentes tipos de células que se utilizan (Camargo et al., 2006; 

Gonella et al., 2013). 

 

Sistema semidefinido. En este sistema no se utiliza co-cultivo y el suero es remplazado por la 

albúmina sérica bovina (BSA: siglas en inglés) (Gonella et al., 2013). La BSA es una de las 

proteínas más abundantes en el aparato reproductivo de los mamíferos y tiene un papel 

nutritivo durante el desarrollo embrionario post compactación, también provee de aminoácidos 

para el metabolismo del embrión (Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013). 

 

Se ha demostrado que la BSA logra mejores tasas de criopreservación embrionaria 

comparada con el SFB, sin embargo, la BSA es también un componente biológico sujeto a 

posible contaminación que puede causar efectos contraproducentes durante la maduración 

del ovocito y el desarrollo embrionario (Gonella et al., 2013). 

 

Sistema definido. Es un sistema libre de proteínas, la albúmina es remplazada por 

macromoléculas tales como alcohol de polivinilo y polivinilpirrolidona (Gardner & Lane, 1998; 

Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013). La ventaja del sistema es que elimina los factores 

desfavorables del suero, co-cultivo y albúmina en los embriones producidos in vitro. Este 

sistema logra un mejor control de las condiciones de cultivo, facilitando los estudios enfocados 

a evaluar los requerimientos en el cultivo embrionario, sin embargo, es menor la producción 
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de blastocistos que en sistemas semidefinidos (Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013). Es 

por ello, que aún es limitado para su uso comercial (Gonella et al., 2013). 

 

La fuente de energía es esencial en los diferentes sistemas de cultivo. El metabolismo del 

embrión durante los primeros estadios, justo antes de la activación del genoma embrionario (8 

a 16 blastómeros), utiliza preferentemente piruvato, lactato y glutamina (Gardner & Lane, 1998; 

Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013; Graf et al., 2014), pero aumenta 

considerablemente la utilización de la glucosa en los estadios más avanzados del desarrollo 

embrionario (Mucci et al., 2006). 

 

La falta del metabolismo de la glucosa durante los primeros estadios del embrión estaría dada 

por la baja actividad de la enzima fosfofructocinasa, que estimula la glucólisis catalizando la 

fructosa-6-fosfato para formar fructosa 1-6 bifosfato. Durante los estadios iniciales del 

desarrollo embrionario existen suficientes concentraciones de ATP-ADP, ejerciendo un control 

directo sobre la actividad de la enzima fosfofructocinasa (Mucci et al., 2006) y de esta manera 

regular el metabolismo de la glucosa. 

 

Al iniciar el cultivo embrionario del bovino si se utiliza un medio con elevadas concentraciones 

de glucosa, además de no ser metabolizada por el embrión, produce un efecto inhibitorio sobre 

el desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013). Los 

estadios iniciales del desarrollo son inhibidos por concentraciones de glucosa >3 mM (Gandhi 

et al., 2000), debido a que la glucosa inhibe la cadena respiratoria (Takahashi & First, 1992) y 

la fosforilación oxidativa (Camargo et al., 2006), causando un déficit en la producción de ATP 

(Takahashi & First, 1992). 

 

Los embriones bovinos después de la activación embrionaria (8 a 16 blastómeros) (Graf et al., 

2014) aumentan la demanda de energía para la compactación y la formación del blastocele, 

disminuyen las concentraciones de ATP-ADP y con ello, la inhibición de la fosfofructocinasa, 

dando lugar un aumento de la glucolisis y el consumo de glucosa en la masa celular interna 

(Tsujii et al., 2001; Mucci et al., 2006). Es recomendable aumentar la concentración de glucosa 

(5 mM) después del cuarto día de cultivo para el desarrollo del blastocisto (Gandhi et al., 2000). 

 



43 

 

Los aminoácidos en los medios de cultivo son importantes para el desarrollo embrionario, 

debido a que proporcionan energía (Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 

2013), actúan como amortiguadores intracelulares (Gardner & Lane, 1998) y son esenciales 

para la síntesis de proteínas (Takahashi & First, 1992; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013). 

La alanina, glutamato, glutamina, glicina, prolina y serina son más abundantes en el oviducto 

de bovino (Takahashi & First, 1992; Gardner & Lane, 1998). Los aminoácidos no esenciales 

favorecen el desarrollo en estadios de 2 y 4 blastómeros, mientras que los aminoácidos 

esenciales estimulan el desarrollo de embriones de 8 blastómeros (Mucci et al., 2006). 

 

Algunos autores sugieren que los medios con aminoácidos, debe ser remplazado cada tres 

días, debido al metabolismo de los aminoácidos aumenta las concentraciones de amonio 

(Gandhi et al., 2000; Gonella et al., 2013). Sin embrago, también se ha observado que no se 

afecta el desarrollo embrionario si no es remplazado el medio de cultivo, incluso se puede 

obtener embriones de mejor calidad (Rodríguez et al., 2017).  

 

3 JUSTIFICACIÓN 

3.1 Planteamiento del problema 

 

Las razas de B. taurus como Holstein, Jersey y Pardo Suizo son las mayores productoras de 

leche por lactancia (Ríos et al., 2015). Por ello, esta especie es importante para México, debido 

a que poco más de la mitad de la producción nacional de leche es obtenida de ganado B. 

taurus (Villamar & Olivera, 2005). Esta es una especie económicamente importante debido a 

que se obtiene mayor producción de carne y leche comparada con B. indicus (Arce Recinos 

et al., 2017).  

 

Los ovocitos de B. taurus obtenidos a partir de ovarios recuperados en rastro, constituyen una 

importante fuente de material biológico para la PIVE con fines de investigación y producción 

embrionaria (Gonella et al., 2013). Aunque los ovarios que son obtenidos por esta vía tienen 

varios tipos y tamaños de folículos antrales (Sirard, 2011), la calidad de los ovocitos es 

heterogénea (Heleil et al., 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015), siendo necesario el 

establecimiento de un protocolo de selección de ovocitos B. taurus para obtener resultados 

consistentes (Heleil & Fayed, 2010). 

 



44 

 

La tinción BCB identifica a los ovocitos con la capacidad de desarrollar blastocistos en varias 

especies incluyendo al bovino (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su et 

al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek et al., 2014). Sin embargo, la tinción de 

BCB en el bovino ha tenido resultados contradictorios (Opiela et al., 2008; Mota et al., 2010; 

Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013; Opiela & Kątska Ksiązkiewicz, 2013). Es 

probable que la especie puede tener una participación importante en estos resultados, debido 

a que es un factor clave en la calidad de los ovocitos y en el DEIV (Valderrama et al., 2011; 

Sales et al., 2015). Algunos estudios no especifican la especie y la raza de bovino que 

utilizaron (Janowski et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014). Por 

consiguiente, es necesario un estudio que determine los parámetros de calidad del ovocito de 

B. taurus, específicamente de la raza Holstein identificados con la tinción de BCB, evaluando 

la viabilidad, estado de la meiosis, diámetro del ovocito, tamaño folicular, desarrollo 

embrionario y la producción de blastocistos. 

 

3.2 Preguntas de investigación 

 

➢ ¿Los ovocitos BCB+ de Holstein serán de mayor diámetro que los ovocitos BCB-? 

➢ ¿Los ovocitos BCB+ de Holstein se encontrarán en vesícula germinal y serán viables 

antes de someterlos a la MIV? 

➢ ¿Una mayoría de ovocitos BCB+ de Holstein llegarán a la MII y estarán viables después 

de la FIV? 

➢ ¿Los ovocitos BCB+ de folículos grandes de Holstein se desarrollarán en mayor 

proporción al estado de blastocisto que aquellos BCB+ de folículos pequeños? 

 

 

4 HIPÓTESIS GENERAL 

 

La tinción con BCB identificará a los ovocitos de Holstein con las condiciones adecuadas 

(mayor diámetro, viabilidad, estado de la meiosis) para la maduración nuclear y citoplasmática, 

aumentando la eficiencia en el desarrollo embrionario de ovocitos de folículos de mayor 

tamaño. 
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4.1 Hipótesis específicas. 

 

1. Los ovocitos BCB+ de Holstein se encontrarán viables y en vesícula germinal antes de la 

MIV. 

2. Los ovocitos de BCB+ de Holstein tendrán una correlación con el diámetro de los ovocitos 

y tamaño folicular. 

3. Los ovocitos BCB+ de folículos grandes de Holstein permanecerán viables después de la 

FIV, lo que permitirá un mejor desarrollo embrionario. 

 

5 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la viabilidad, estado de la meiosis y diámetro de ovocitos de Holstein identificados 

con BCB y su relación en la MIV, FIV y DEIV a partir de folículos de dos tamaños diferentes.  

 

5.1 Objetivos específicos. 

 

➢ Evaluar la viabilidad y el estado de la meiosis antes de la MIV de ovocitos Holstein 

identificados con la tinción de BCB a partir de dos tamaños de folículos. 

➢ Determinar el diámetro de los ovocitos Holstein identificados con la tinción BCB a partir 

de dos tamaños de folículos.  

➢ Evaluar la viabilidad y el estado de la meiosis después de la FIV de ovocitos Holstein 

identificados con la tinción de BCB a partir de dos tamaños de folículos. 

➢ Evaluar el desarrollo embrionario y formación de blastocistos de ovocitos Holstein 

identificados con la tinción de BCB a partir de dos tamaños de folículos. 

 

6 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Los ovarios de B. taurus, específicamente de la raza Holstein, fueron obtenidos en un rastro 

ubicado en el municipio de Temamatla, Estado de México. El semen congelado fue de un 

semental Holstein comercial (Semex®, México). A menos que se indique lo contrario, todos 

los reactivos utilizados fueron Marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Las condiciones de 

incubación en todos los procesos fueron de 38.5 ºC con una atmósfera de 5% de CO2, 95% 

aire y humedad a saturación. 
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6.1 Obtención de los ovocitos de Holstein. 

 

Los ovarios de Holstein fueron transportados en una solución de 0.157 M NaCl a 37 ºC con 

antibióticos (7.5 UI/mL ampicilina, 7.5 µg/mL estreptomicina y 0.015 µg/mL anfotericina) 

(Pichardo et al., 2016). Los folículos fueron medidos con un vernier y clasificados en pequeños 

(FP: 2-4.9 mm) y grandes (FG: 5-10 mm). El líquido folicular fue aspirado con una aguja de 

calibre 18 y una jeringa de 10 mL, que contenía 1 mL de medio de Tyrode modificado (Anexo 

I), suplementado con 10 mM de lactato de sodio, 0.50 mM HEPES y 0.01% de alcohol 

polivinílico (TL-HEPES-PVA) con pH de 7.3-7.4 (Krisher et al., 1999; Pichardo et al., 2016). 

 

6.2 Tinción BCB 

 

Los COCs de los dos tamaños de folículos fueron expuestos individualmente a la tinción de 

BCB (B-5388 Sigma) diluido en solución salina amortiguada con fosfato de Dulbecco 

modificado (DPBSm) a una concentración 26 M y suplementado con 0.4% de BSA, durante 

90 min en incubación. Los COCs se clasificaron de acuerdo a la coloración del citoplasma: con 

coloración azul (BCB+) y sin coloración (BCB-) (Figura 3) (Janowski et al., 2012). El grupo 

control se mantuvo en DPBSm el mismo tiempo que la tinción BCB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Figura 3. Ovocitos: A) BCB+; B) BCB-. 200a 
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6.3 Diámetro de los ovocitos. 

 

Para determinar el diámetro de los ovocitos identificados con BCB fue necesario retirar las 

células del cúmulo. Cada ovocito fue fotografiado mediante una cámara Nikon (COOLPIX S4), 

y todas las medidas se obtuvieron con el programa de procesamiento de imágenes ImageJ 

(Figura 4) (Castaneda et al., 2013) tomando en cuenta el centro y dos ejes perpendiculares; la 

zona pelúcida fue incluida en las mediciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 Maduración in vitro de ovocitos BCB+, BCB- y control.  

 

Los ovocitos BCB+, BCB- y control fueron lavados tres veces en 500 μL de medio de 

maduración (In Vitro, México) compuesto por TCM-199 suplementado (Anexo II) (Pichardo et 

al., 2016). Los ovocitos fueron madurados en 45 µL de medio de maduración (1 ovocito/10 µL) 

con 10% de SFB y 0.075 UI/mL de gonadotropina menopáusica humana (Su et al., 2012), 

incubados en las condiciones previamente descritas durante 24 h (Torner et al., 2008). 

 

Figura 4. Programa ImageJ para determinar el diámetro del 
ovocito. 
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6.5 Capacitación espermática. 

 

El semen descongelado fue diluido 1:3 con medio TBMm (Anexo III) (Park & Niwa, 2009) y 

centrifugado a 500 X g por 7 min (Alm et al., 2005).  

 

El pellet fue suspendido en 1 mL TBMm suplementado con 8 mg/mL de BSA e incubado por 1 

h utilizando la técnica de swim up; se recuperó el sobrenadante (0.5 mL) y se diluyó con TBMm 

para obtener una concentración de 5X106 espermatozoides/mL. 

 

 

6.6 Fertilización in vitro de ovocitos BCB+, BCB- y control.  

 

Las células del cúmulo se retiraron parcialmente de los ovocitos BCB+, BCB- y control después 

de la MIV y fueron transferidos al medio de fertilización (45 µL; 10 ovocitos) compuesto por el 

medio de Tyrode con 6 mg/mL de BSA, lactato y piruvato (TALP) (Opiela et al., 2010). Los 

ovocitos fueron incubados con 5 X 106 espermatozoides/mL (Sugulle et al., 2008) durante 21 

h (Opiela et al., 2010).  

 

 

6.7 Desarrollo embrionario in vitro BCB+, BCB- y control. 

 

A los cigotos BCB+, BCB- y control se les retiraron de forma mecánica las células del cúmulo 

y fueron cultivados en co-cultivo con células de la granulosa y medios SOF1-SOF2 (In vitro, 

México) por 168 h (Gandhi et al., 2000). Al inicio del cultivo se utilizó SOF1 (50 µL) por 48 h y 

SOF2 (50 µL) para las restantes 120 h. Los medios de cultivo fueron suplementados con 10% 

de SFB (Gandhi et al., 2000). La división embrionaria fue evaluada a las 72 h de incubación 

tomando en cuenta embriones de 2, 4, 8 blastómeros y mórulas. La producción de blastocistos 

fue evaluada a las 168 h (Figura 5). El porcentaje de blastocistos fue calculado del total de 

embriones divididos por cada grupo. 
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6.8 Evaluación de la viabilidad y estado de la meiosis. 

Para estas evaluaciones se utilizó una doble tinción (MTT/bisbenzimida); con la primera se 

determinó la viabilidad de los ovocitos incubándolos con MTT (0.5 mg/mL) por 2 h. Se 

consideró como viable a aquel ovocito con citoplasma de color violeta y no viable sin coloración 

(Figura 6) (Fernández et al., 2013). Los porcentajes de viabilidad se calcularon a partir del 

número de ovocitos analizados. 

 

La segunda tinción fue para evaluar el estado de la meiosis utilizando la bisbenzimida (40 

µg/mL) diluida en PBS por 45 min. Para la evaluación se consideraron los estadios de Vesícula 

Germinal (VG): cromatina dispersa; Metafase I (MI): cromatina compacta; Metafase II (MII): 

cromatina compacta con cuerpo polar; y Fertilizado (F): presencia de dos pronúcleos y cuerpos 

polares (Figura 7) (Heleil & Fayed, 2010). Las observaciones se realizaron en el microscopio 

de epifluorescencia (Nikon Eclipse E600) a 400X. Los porcentajes de VG, MI, MII y F fueron 

calculados a partir del número de ovocitos analizados. Los ovocitos en MII + F fueron 

considerados como madurados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  B C     

Figura 5. Desarrollo embrionario de bovino: A) Embrión de 2 blastómeros; B) Embrión 
de 4 blastómeros; C) Embrión de 8 blastómeros; D) Mórula; E) Blastocisto. 400a 

 

 

    

Tincion de MTT: A) Ovocito viable; B) Ovocito no viable. 400a. 
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6.9 Análisis estadístico. 

 

Para comparar los porcentajes de los ovocitos identificados con la tinción de BCB, viabilidad, 

estado de la meiosis, desarrollo embrionario y la producción de blastocistos de ambos tamaños 

de folículos, se utilizó una prueba de comparaciones múltiples de Duncan (Wong, 2010) y 

fueron analizados usando Number Cruncher Statistical Software (NCSS11). Los diámetros de 

los ovocitos seleccionados con BCB fueron analizados con la prueba de t de Student (Daniel 

& Cross, 2013). Se consideró un valor de significancia de P<0.05. 

 

6.10 Diseño Experimental. 

 

Se llevaron a cabo cuatro experimentos independientes para determinar la viabilidad, estado 

de la meiosis, diámetro del ovocito, MIV, FIV y DEIV de ovocitos de Holstein identificados con 

BCB a partir de folículos pequeños (FP; 2-4.9 mm) y grandes (FG; 5-10 mm) con sus 

respectivos controles.  

 

Experimento 1. Determinación del diámetro de ovocitos de Holstein identificados con BCB.  

Las medidas de los diámetros de ovocitos identificados con BCB fueron obtenidos en 463 

ovocitos (4 réplicas) de los cuales 322 corresponden a FP y 141 ovocitos a FG. 

 

Experimento 2. Evaluación de la viabilidad de ovocitos de Holstein identificados con BCB antes 

de la MIV y después de la FIV.  

 

A B C D

CP
MII

CPs

PNs

VG MI F

Figura 7. Estados de la meiosis: A) Vesícula Germinal (VG); B) Metafase I (MI); 
C) Madurado: Metafase II (MII) y Cuerpo Polar (CP); D) Fertilizado (F): Dos 
Pronúcleos (PNs) y con dos cuerpos polares (CPs). 400a 
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Se evaluaron con MTT 406 ovocitos teñidos con BCB (4 réplicas) antes de la MIV: 263 y 143 

de FP y FG, respectivamente. En el grupo control fueron evaluados 166 ovocitos (4 réplicas): 

96 y 70 de FP y FG, respectivamente.  Después de la FIV se evaluaron con MTT 389 ovocitos 

teñidos con BCB (6 réplicas): 275 y 114 ovocitos de FP y FG, respectivamente. En el control 

se evaluaron 138 ovocitos (6 réplicas): 103 y 35 de FP y FG, respectivamente. 

 

Experimento 3. Evaluación del estado de la meiosis de ovocitos de Holstein identificados con 

BCB antes de la MIV y después de la FIV.  

 

Se evaluaron con bisbenzimida 388 ovocitos teñidos con BCB (4 réplicas) antes de la MIV: 

248 y 140 de FP y FG, respectivamente. En el control 160 ovocitos fueron evaluados con 

bisbenzimida (4 réplicas): 92 y 68 de FP y FG, respectivamente. Después de la FIV se 

evaluaron con bisbenzimida 343 ovocitos teñidos con BCB (6 réplicas): 244 y 99 ovocitos de 

FP y FG, respectivamente. En el control se evaluaron 128 ovocitos que fueron teñidos con 

bisbenzimida (6 réplicas): 97 y 31 ovocitos de FP y FG, respectivamente. 

 

Experimento 4. Evaluación del desarrollo embrionario y formación de blastocistos de ovocitos 

de Holstein identificados con BCB.  

 

Se cultivaron 262 ovocitos teñidos con BCB para evaluar el desarrollo embrionario (4 réplicas): 

193 y 69 de FP y FG, respectivamente. Para el control se cultivaron 161 ovocitos (4 réplicas): 

87 y 74 de FP y FG, respectivamente.  

 

7 RESULTADOS 

 

En el presente estudio 1,520 ovocitos de Holstein se tiñeron con BCB, el 69% fueron obtenidos 

de FP (n=1,053) y el 31% de FG (n=467). Para los grupos controles se utilizaron 475 y 278 

ovocitos de FP y FG, respectivamente. 

 

7.1 Tinción BCB 
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Los ovocitos de Holstein identificados por la tinción BCB mostraron un mayor porcentaje de 

ovocitos BCB+ en FG en comparación con FP (P<0.05). También se observó un mayor 

porcentaje de ovocitos BCB- en FP (P<0.05) (Tabla IX).  

 

Tabla V. Ovocitos de Holstein identificados por la tinción BCB en dos tamaños de folículos. 
 
 
 

 

 

 

 

n:número de ovocitos analizados. 
Los porcentajes fueron calculados a partir de los ovocitos analizados. 
Diferente Literal en columna significa diferencia significativa entre BCB+ 
 y BCB- (P˂0.05). 

 

 

7.2 Diámetros de los ovocitos de Holstein identificados por la tinción BCB. 

  

Los diámetros de los ovocitos fueron similares en los grupos BCB+ y BCB- de FP y FG 

(P>0.05) (Tabla X). 

 

Tabla VI. Diámetro de ovocitos BCB+ y BCB- de dos tamaños de folículos de Holstein.  
 

 

 

 

 

 

 

 

                                          *Valores en micrómetros. 
n: número de ovocitos analizados.  X̅±DE: Media aritmética y desviación estándar. 
El diámetro en los grupos de estudio no mostraron diferencia significativa 
 entre BCB+ y BCB- (P>0.05). 

 

Tamaño 
Folículo 

Total n Grupo n (%±DE) 

Pequeño 1053  BCB+ 221(21±17)a 
BCB- 832(79±19)b 

 
Grande 467 BCB+ 220(47±18)c 

BCB- 247(53±21)c 

Tamaño 
Folículo 

Total 
n 

Grupo n( ±DE)* 

Pequeño 322 BCB+ 61(154±7) 

  BCB- 261(151±7) 

  

Grande 141 BCB+ 61(153±5) 

  BCB- 80(150±6) 
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7.3 Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein identificados 

con la tinción BCB.  

 

La viabilidad antes de la MIV entre los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamaños de 

folículos, no mostró diferencias (P>0.05). Además, después de la fertilización no se observaron 

diferencias entre los grupos (P>0.05). La comparación entre los resultados de viabilidad antes 

de la MIV y después de la FIV fueron similares (P>0.05). (Tabla XI). 

 

 

Tabla VII. Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos BCB+ y BCB- de dos 
tamaños de folículos de Holstein. 
 

n: número de ovocitos analizados.   
Los porcentajes fueron calculados a partir del número de ovocitos analizados. 
Estos resultados no mostraron diferencia significativa entre BCB+, BCB- y control (P>0.05) 
 

 

 

7.4 Estado de la meiosis antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein 

identificados con la tinción BCB.  

 

Los porcentajes de ovocitos en los estadios de VG y MI antes de la MIV fueron similares entre 

los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamaños de folículos (P>0.05).  

 

El grupo control de FP mostró mayor porcentaje de MI comparadas con los ovocitos BCB+ y 

BCB- (P<0.05) después de la FIV. Todos los grupos de FG fueron similares en las proporciones 

de MI (P>0.05). Los porcentajes de ovocitos madurados (MII+F) de FP, fueron 

Tamaño 
Folículo 

Grupo Antes MIV  Después FIV 
n Viables n(%±DE)  n Viables n(%±DE) 

 
Pequeño 

Control 96 92(95±9)  103 97(94±11) 

BCB+ 50 44(88±11)  53 45(85±15) 

BCB- 213 204(96±4)  222 199(89±11) 
  
 

Grande 
Control 70 68(97±4)  35 31(88±13) 
BCB+ 71 70(98±4)  61 54(88±13) 
BCB- 72 70(97±3)  53 45(85±21) 
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significativamente mayores en los grupos BCB+ y BCB- comparados con el control (P<0.05), 

sin embargo, fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05) 

 

Los porcentajes de fertilización fueron mayores en BCB+ de FP comparados con los grupos 

BCB- y control (P<0.05). Sin embargo, la proporción de fertilización fue mayor en BCB- de FG 

comparado con los grupos de BCB+ y control (P<0.05) (Tabla XII). 

 

7.5 Desarrollo embrionario y blastocisto de ovocitos de Holstein identificados con BCB.  

 

El desarrollo embrionario de los grupos BCB+ y control de FP no mostró diferencia (P>0.05), 

pero ambos grupos fue mayor el desarrollo que en el grupo BCB- (P<0.05). Por otro lado, en 

todos los grupos de FG fue similar (P>0.05) (Tabla XIII). 

 

La producción de blastocistos fue mayor en el grupo BCB+ de FP comparado con los BCB- y 

control (P<0.05). El desarrollo de blastocistos de FG fue similar entre los grupos BCB+, BCB- 

y control (P>0.05) (Tabla XIII). 
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Tabla VIII. Estado de la meiosis antes MIV y después FIV de ovocitos viables de Holstein identificados con BCB de dos tamaños 
de folículos. 
 
 

Tamaño 
Folículo 

Grupo Antes MIV 
n(%±DE) 

 Después FIV 
n(%±DE) 

  n VG MI  n MI MII F Madurado* 
Pequeño Control 92 53(58±12) 39(42±12)  97 21(21±19)a 25(25±16)a 51(53±32)a 76(78±19)a 

BCB+ 44 28(64±22) 16(36±22) 45 4(9±6)b 6(13±0)b 35(78±18)b 41(91±6)b 
BCB- 204 134(66±10) 70(34±10) 199 28(14±14)b 57(28±17)a 114(57±22)a 171(85±14)b 

  
Grande Control 68 44(65±15) 24(35±15) 31 3(10)b 7(22±8)a 21(68±8)c 28(90±15)b 

BCB+ 70 42(60±10) 28(40±5) 54 7(13±10)b 13(24±23)a 34(63±27)c 47(87±13)b 
BCB- 70 42(60±20) 28(40±20) 45 5(11±8)b 8(18±8)a 32(71±16)b 40(89±9)b 

 

n: número de ovocitos analizados. Estado de la meiosis: Vesícula Germinal (VG), Metafase I (MI), Metafase II (MII) y Fertilizado (F) los cuales 
fueron identificados por la presencia del pronúcleo femenino y masculino. 
*Los ovocitos MII+F en conjunto, fueron considerados como madurados. 
Los porcentajes fueron calculados en base a los ovocitos analizados. 
Diferente literal en columna significa diferencia significativa entre BCB+, BCB- y control (P<0.05).  
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Tabla IX. División embrionaria y desarrollo de blastocistos de ovocitos identificados con BCB 
en dos tamaños de folículos. 
 

Tamaño 
Folículo 

Grupo n División 
n(%±DE) 

Blastocisto 
n(%±DE) 

 
Pequeño 

Control 87 50(57±6)a 8(16±1)a 

BCB+ 57 35(61±20)a 7(26±21)b 

BCB- 136 73(54±15)b 9(12±4)a 

 

  
Grande 

Control 74 47(64±19)a 7(24±15)b 

BCB+ 27 17(63±21)a 3(21±11)b 

BCB- 42 32(76±13)a 5(25±12)b 

n: número de ovocitos analizados.  
Diferente Literal en columna significa diferencia entre BCB+, BCB- y control (P<0.05). 

 

8 DISCUSIÓN 

 

Las tecnologías reproductivas son importantes para el desarrollo de la industria ganadera, 

especialmente en B. taurus (Muasa et al., 2015) del que se obtiene mayor producción de carne 

y leche comparada con B. indicus (Arce Recinos et al., 2017). En México, el ganado B. taurus 

aporta el 50.6% de la producción de leche (Villamar & Olivera, 2005), de ahí la importancia en 

el país de la presencia de la raza Holstein porque produce mayor cantidad de leche por 

lactancia (Mohamed et al., 2017). 

 

La tinción BCB se ha utilizado en varias especies incluyendo al bovino, para identificar a los 

ovocitos maduros y así obtener una mayor producción de blastocistos (Pujol et al., 2004; Alm 

et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek 

et al., 2014). Aunque en la mayoría de los estudios no se especifican la especie o la raza de 

bovino que utilizaron para la investigación (Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Silva et al., 

2011; Janowski et al., 2012; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankareh et 

al., 2014; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018), lo que 

dificulta elucidar conclusiones definitivas acerca de la eficiencia de la tinción BCB en bovino.  
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El genotipo es un factor importante para la PIVE de bovino, porque existen diferencias en la 

fisiologia reproductiva entre B. taurus y B. indicus (Sales et al., 2015). Un menor número de 

folículos se desarrolla por onda durante el reclutamiento folicular en B. taurus (Motta et al., 

2011), lo que significa que en esta especie se recupera un menor número de ovocitos (Sales 

et al., 2015). Además, la calidad de los ovocitos es mejor en B. indicus que B. taurus durante 

el verano (Camargo et al., 2006). Los ovocitos de razas lecheras desarrollan en menor 

proporción al estado de blastocisto que aquellos ovocitos de razas cárnicas (Camargo et al., 

2007; Silva et al., 2013). Por lo tanto, estas características deben de tomarse en cuenta cuando 

se evalúa la capacidad de desarrollo de los ovocitos (Muasa et al., 2015), incluso si los ovocitos 

fueron identificados con la tinción BCB.  

 

Se ha cuestionado la eficiencia de la tinción BCB en bovino, debido a que los porcentajes de 

blastocistos de BCB+ no fueron mejores que los obtenidos en su respectivo control (Opiela et 

al., 2008; Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Opiela & Kątska Ksiązkiewicz, 2013; 

Fakruzzaman et al., 2013). Evaluar los parámetros de calidad del ovocito de Holstein 

identificados con BCB, tales como el diámetro, estado de la meiosis y viabilidad, pueden 

ayudar a aclarar la discusión sobre la eficiencia de la tinción para la MIV, FIV, DEIV y 

producción de blastocistos.  

 

8.1 Tinción BCB. 

 

Las investigaciones previas de la tinción con BCB realizadas en bovino, mostraron que son 

mayores los porcentajes de BCB+ que BCB-, independientemente del método de obtención 

del ovocito, ya sea por aspiración o por corte del ovario (Alm et al., 2003; Bhojwani et al., 2007; 

Muasa et al., 2015; Koester et al., 2011; Otero et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018). 

En el presente estudio se obtuvo mayor número de ovocitos de Holstein provenientes de FP, 

pero sólo el 21% fueron BCB+; es posible que estos ovocitos puedan tener la capacidad de 

desarrollo suficiente para alcanzar el estado de blastocisto. Los ovocitos de folículos de 2-3 

mm pueden tener buen desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006), además de producir 

blastocistos (Karami Shabankareh et al., 2014); es probable que estos ovocitos provengan de 

pequeños folículos atrésicos, los cuales tienen la capacidad de desarrollo suficiente para 

dividirse, incluso desarrollar un blastocisto (Muasa et al., 2015), debido a que los procesos de 

pre-maduración donde se adquiere la capacidad de desarrollo son muy similares a los 
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procesos que se llevan a cabo durante la atresia folicular (Hendriksen et al., 2004). De acuerdo 

a lo anterior se puede justificar la presencia de BCB+ de FP. Por otro lado, los porcentajes de 

BCB- de FP fueron más altos, esto sugiere que los ovocitos continúan en su fase de 

crecimiento (Iwata et al., 2004) y que puede ser una característica esperada de los ovocitos 

de FP.  

 

Una característica que ha sido reportada anteriormente y se observó en el presente estudio 

fue la menor disponibilidad de FG de la raza Holstein, lo que se sugiere que este efecto es 

consecuencia de la raza (Calderón et al., 2000; Valencia et al., 2017) y la especie (Colazo & 

Mapletoft, 2014). Esta afirmación se basa en que el número de folículos que se desarrollan 

durante cada ciclo en B. taurus (Angus y Holstein) es menor que en B. indicus (Brahman, 

Nelore y Gyr) (Colazo & Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). En el presente estudio, las 

proporciones de ovocitos BCB+ y BCB- fueron similares de FG, aunque se observó mayor 

porcentaje de ovocitos BCB+ en comparación con lo observado en BCB+ de FP. Está claro 

que el crecimiento folicular es esencial para la maduración final del ovocito (Iwata et al., 2004), 

donde los folículos de mayor tamaño tienen mejor capacidad de desarrollo (Karami-

Shabankareh et al., 2014).  

 

Es necesario considerar que la calidad de los ovocitos expresada en aquellos BCB+, puede 

estar influenciada por otros factores que son consecuencia de los ovocitos recuperados de 

ovarios obtenidos de rastro, ya que el desconocimiento del estado nutricional y la baja 

condición corporal de las donadoras, puede influir en la capacidad de desarrollo del ovocito in 

vivo (Sales et al., 2015; Maia et al., 2017); también la edad es desconocida, las vacas adultas 

(13-16 años) disminuyen su fertilidad en comparación con las jóvenes (3-6 años) (Labrecque 

& Sirard, 2014). 

 

 

8.2 Diámetros de los ovocitos de Holstein identificados por la tinción de BCB.  

 

El diámetro del ovocito es considerado como un indicador de la calidad del ovocito, debido a 

que existe una relación entre el diámetro del ovocito y el desarrollo de blastocistos en bovino, 

caprino, ovino, búfalo y porcino (Pujol et al., 2004; Heleil et al., 2010). El tamaño del ovocito 

es importante para completar la meiosis y adquirir la capacidad de desarrollo de bovinos (Wang 
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et al., 2012). El diámetro “critico” del ovoplasma de bovino para adquirir la capacidad de 

desarrollo es de 110-120 µm, este diámetro corresponde de ovocitos obtenidos de folículos >3 

mm (Herradón et al., 2007; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015).  

 

La tinción BCB puede identificar a los ovocitos de mayor tamaño (Rodríguez-González et al., 

2002; Pujol et al., 2004; Karami-Shabankareh & Mirshamsi 2012), entonces los ovocitos BCB+ 

tienen un diámetro mayor que los BCB- de bovino (Pujol et al., 2004; Castaneda et al., 2013) 

y búfalo (Manjunatha et al., 2007; Bhardwaj et al., 2016).  

 

Sin embargo, los diámetros de los ovocitos BCB+ y BCB- de Holstein obtenidos en el presente 

estudio fueron similares en ambos tamaños de folículos. Similarmente, Castaneda et al. (2013) 

obtuvieron los mismos resultados, pero con ovocitos de folículos >2 mm. Está claro que el 

ovocito bovino no aumenta su diámetro en relación al desarrollo folicular y completa su periodo 

de crecimiento en el folículo de 3 mm (Fair et al., 1995; Iwata et al., 2004; Janowski et al., 

2012), además se reporta una baja actividad de G6PDH de ovocitos obtenidos de folículos <3 

mm (Muasa et al., 2015). Considerando estos argumentos y en base a los resultados 

obtenidos, el diámetro del ovocito de bovino como parámetro de calidad no puede ser tomado 

como método confiable para predecir la capacidad de desarrollo. 

 

8.3 Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein identificados 

con BCB.  

 

 

La viabilidad es otro parámetro esencial para proporcionar un panorama sobre la calidad de 

los ovocitos identificados con BCB. En el presente estudio, la viabilidad de ovocitos BCB+, 

BCB- y control de ambos tamaños de folículos fue similar antes de la MIV y después de la FIV. 

Algunos estudios han considerado que el BCB puede ser utilizado como una tinción de 

viabilidad, debido a sus propiedades para determinar la actividad de la G6PDH y no ser 

invasiva (Pujol et al., 2004; Manjunatha et al., 2007; Goovaerts et al., 2010; Heleil et al., 2010; 

Bols et al., 2012; Lopes et al., 2015). 
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8.4 Estado de la meiosis antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein 

identificados con BCB.  

 

El estado de la cromatina antes de la MIV está relacionado con la capacidad de desarrollo 

(Labrecque et al., 2014) y es considerada como una evaluación de la calidad del ovocito 

(Torner et al. 2008). El estado de VG fue similar en los ovocitos BCB+, BCB- y control de 

ambos tamaños de folículos. Está claro que la VG tiene un papel importante, ya que en este 

estadio la cromatina está dispersa y descondesada, lo que permite que la maquinaria 

transcripcional tenga acceso a múltiples sitios de transcripción (Coticchio et al., 2015) y de 

esta manera adquirir la capacidad de desarrollo (Fulka et al., 1998; Coticchio et al., 2015). Los 

resultados obtenidos concuerdan con un estudio realizado en búfalo, donde los porcentajes 

de VG fueron similares en ovocitos BCB+, BCB- y control de tres tamaños de folículos (Heleil 

& Fayed, 2010). Sin embargo, se menciona que en BCB- (81%) es mayor la presencia de VG 

que en BCB+ de bovino (68%) (Torner et al., 2008).  

 

En el presente estudio los porcentajes de ovocitos en MI de los grupos BCB+, BCB- y control 

fueron similares en ambos tamaños de folículos. Los ovocitos que completaron la fase de 

crecimiento tienen la habilidad de formar la placa metafásica (Sirard et al., 2006; Hyttel et al., 

2011) y en el caso particular del bovino puede llevarse a cabo en ovocitos recuperados a partir 

de folículos de 3 mm, tamaño en que el ovocito completó su crecimiento (Iwata et al., 2004; 

Janowski et al., 2012). Otro factor que puede explicar la presencia de ovocitos en MI, sucede 

que los ovocitos cuando son extraídos de los folículos pueden continuar espontáneamente con 

la meiosis (Sirard et al., 2006; Mare, 2011), debido a la eliminación de factores inhibitorios 

presentes en el líquido folicular (Sirard et al., 2006; Mare, 2011).  

 

El punto final de la maduración in vivo es la liberación de un ovocito madurado (MII), con 

capacidad de llevar a cabo el desarrollo embrionario normal (Fulka et al., 1998). Los 

porcentajes de MIV entre especies pueden ser diferentes, los ovocitos de predominancia 

fenotípica B. indicus alcanzan el estado de MII en mayor proporción que los obtenidos de 

predominancia fenotípica B. taurus (Báez et al., 2010). Sin embargo, en el presente estudio 

aumentó el porcentaje de maduración de ovocitos BCB+ de Holstein del FP con respecto al 

control. Por lo que la tinción de BCB identifica a los ovocitos de Holstein con mayor capacidad 

para alcanzar la MII de FP. Interesantemente, los ovocitos de FG de Holstein no mostraron un 
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aumento en la proporción de MII en ninguno de los grupos (BCB+, BCB- y control). Los 

ovocitos de FG al estar más desarrollados que los FP, pueden iniciar la maduración nuclear 

con mayor facilidad, independientemente de la fase de crecimiento del ovocito, debido a la 

maduración espontánea (Sirard et al., 2006; Mare, 2011).  

 

También se observó en el presente estudio que la proporción de ovocitos maduros de BCB+ 

no aumento con respecto a su contraparte BCB- de ambos tamaños de folículos. Estos 

resultados respaldan la afirmación, que la selección por BCB no es eficiente herramienta para 

aumentar las proporciones de MII de bovino (Alm et al., 2005; Lopes et al., 2015).  

 

De acuerdo a lo observado, y a lo reportado por otras investigaciones, no se recomienda el 

uso de la selección con la tinción de BCB para mejorar la maduración nuclear de bovino (Alm 

et al., 2005; Lopes et al., 2015; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017), 

debido a que los porcentajes de MII y su respectivo control fueron muy similares (Alm et al., 

2005; Lekola et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017).  

 

Por otro lado, la fertilización obtenida de ovocitos Holstein identificados con la tinción de BCB 

fue contradictoria, debido a que las proporciones de fertilización fueron mayores en dos 

grupos: BCB+ (78%) de FP y BCB- (71%) de FG. Es posible que estos últimos contengan 

ovocitos más competentes, debido a que provienen de folículos subordinados, donde estos 

fueron seleccionados naturalmente para la atresia y manifiestan cambios muy similares a los 

que se llevan a cabo durante la fase pre-ovulatoria como un pico de progesterona y 

andrógenos por la actividad de la aromatasa y un descenso en el mantenimiento del ovocito 

por parte de las células de la granulosa (Sirard, 2011). Además, se menciona que los ovocitos 

BCB- de bovino están mejor sincronizados en la maduración citoplasmática que los BCB+ 

(Pawlak et al., 2014).  

 

Sin embargo, los porcentajes de fertilización de ovocitos BCB+ son mejores que los BCB- de 

bovino (Mirshamsi et al., 2013) y Búfalo (Manjunatha et al., 2007). Además, la especie es un 

factor que puede influir en los porcentajes de FIV, siendo que en ovocitos de predominancia 

fenotípica B. taurus se observa menor proporción de dos pronúcleos que en ovocitos de 

predominancia fenotípica B. indicus (Báez et al., 2010). 
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8.5 Desarrollo embrionario y producción de blastocisto de ovocitos identificados con 

BCB.  

 

Los programas de PIVE bovinos dependen en gran medida de la especie (B. taurus o B. 

indicus) (Valderrama et al., 2011), la raza (Satrapa et al., 2011) y el fin productivo, donde se 

obtiene mejor DEIV con las razas cárnicas que las razas lecheras (Fischer et al., 2000; 

Kadarmideen et al., 2015). El DEIV de B. indicus es mejor bajo condiciones de trópico (Sales 

et al., 2015), además es mayor el número de embriones producidos por sesión de OPU 

utilizando semen sexado (XX) en B. indicus (Gyr) que B. taurus (Holstein) (Pontes et al., 2010). 

 

El clima influye de manera directa el DEIV de la especie y raza del bovino. En las zonas 

tropicales es mejor el DEIV de razas resistentes al estrés calórico (Brahman), en comparación 

de razas que no son resistentes como Holstein y Angus (Satrapa et al., 2011). Los ovocitos de 

la raza Brahman (B. indicus) poseen genes termo-tolerantes con la capacidad de resistir las 

condiciones ambientales del trópico y pueden desarrollar mayor cantidad de embriones (Báez 

et al., 2010; Valderrama et al., 2011). Asimismo, se menciona que el espermatozoide (B. 

indicus) puede transmitir la capacidad termo-tolerante a los embriones producidos in vitro 

(Báez et al., 2010).  

 

Está claro que B. taurus, presenta una menor eficiencia de la PIVE, ante elevadas 

temperaturas (Bó et al., 2003), debido a que los ovocitos de esta especie muestran menor 

resistencia al estrés (Sales et al., 2015). En un estudio llevado a cabo con ovocitos Holstein 

sometidos a estrés calórico, se mostró una menor proporción de fertilización y baja capacidad 

de desarrollo (Camargo et al., 2007). La producción de blastocistos de B. taurus se mejora en 

la época de frío y clima templado (Rocha et al., 1998; Bó et al., 2003; Valderrama et al., 2011), 

así lo demostraron Valderrama et al. (2011); en una región con clima habitual de 14º C, donde 

obtuvieron mayor proporción de blastocisto en B. taurus (probablemente de la raza Holstein) 

que B. indicus. 

 

Los porcentajes de desarrollo embrionario de ovocitos BCB+ son similares 

independientemente del método de obtención del ovocito. En el presente estudio, los ovocitos 

BCB+ y el control de FP mostraron mayor desarrollo embrionario en comparación con los BCB-

. Por lo tanto, la tinción de BCB identifica a los ovocitos Holstein de folículos de 2.0-4.9 mm 
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con gran capacidad de desarrollo. Es frecuente que los ovocitos de mayor capacidad de 

desarrollo se encuentren en folículos de mayor tamaño, pero algunos de folículos pequeños 

(2-4 mm) pueden tener la capacidad suficiente para dividirse después de la fertilización 

(Blondin & Sirard, 1995); esto concuerda con lo reportado por Muasa et al. (2015) quienes 

observaron en la raza Boran (B. indicus) que los ovocitos BCB+ de folículos pequeños (1-3 

mm) mostraron baja actividad de la G6PDH y fueron competentes para el DEIV. Ellos 

mencionan que posiblemente algunos folículos pequeños estaban en un proceso atrésico por 

lo que presentaban una baja actividad de la G6PDH (Muasa et al., 2015), se ha demostrado 

que los COCs de B. taurus (probablemente de la raza Holstein) con signos de atresia temprana 

determinada por su aspecto morfológico (leve expansión de las células del cúmulo periféricas 

y citoplasma granulado), parece tener similar o mayor capacidad de desarrollo que los 

considerados morfológicamente normales (Blondin & Sirard, 1995; de Wit et al., 2000; Vélez 

et al., 2017). Los procesos de pre-maduración para adquirir la capacidad de desarrollo del 

ovocito que normalmente se lleva a cabo durante la última fase pre-ovulatoria, también 

suceden durante la atresia folicular, es por ello que los folículos morfológicamente atrésicos 

tienen COCs con cumulus compactos y obscuros, pero estos ovocitos desarrollan más 

blastocistos que aquellos COCs con cumulus compactos y brillantes provenientes de folículos 

no atrésicos (Hendriksen et al., 2004). Además, los porcentajes de división y blastocisto fueron 

mejores en ovocitos con citoplasma granular (signos de atresia temprana) en comparación con 

ovocitos con citoplasma homogéneo (Blondin & Sirard, 1995; Vélez et al., 2017). Puede ser 

que durante los procesos de la atresia temprana algunos genes se expresan y almacenan 

biomoléculas que son necesarias para el desarrollo embrionario, lo que los hace más 

competentes en comparación con los ovocitos no atrésicos que son idóneos para la PIVE 

(Vélez et al., 2017). 

 

En investigaciones previas donde han relacionado la atresia con la capacidad de desarrollo de 

los ovocitos (Blondin & Sirard, 1995; de Wit et al., 2000; Li et al., 2009; Vélez et al., 2017) se 

menciona que la atresia “temprana” no interfiere en el DEIV como se pensaba con anterioridad 

(Blondin & Sirard, 1995). Los folículos terciarios atrésicos conservan sus funciones, secretando 

cantidades considerables de hormonas esteroideas (Blondin & Sirard, 1995), sin embargo la 

degeneración del folículo causa un descenso gradual de las concentraciones de testosterona 

y 17-estradiol, aumenta los niveles de progesterona por la disminución de la actividad de 

aromatasa y desmolasa, estos cambios son similares a las modificaciones que se llevan a 
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cabo después del pico de LH y puede por lo tanto, influenciar en la capacidad de desarrollo de 

los ovocitos inmaduros (de Wit et al., 2000). Además, se menciona que los ovocitos con signos 

de atresia temprana muestran mayor capacidad de desarrollo, estos ovocitos muestran mayor 

expresión del gen MASTER, relacionado con la capacidad de desarrollo (Vélez et al., 2017). 

Por otra parte, se comenta que los COCs atrésicos pueden reanudar la meiosis, siendo uno 

de los puntos críticos para la PIVE (de Wit et al., 2000). 

 

Por otro lado, la división embrionaria de FG fue similar en los ovocitos BCB+, BCB- y control. 

La tinción de BCB no identifica a los ovocitos de Holstein con mayor capacidad de desarrollo 

a partir de folículos >5 mm, se ha demostrado que los porcentajes de desarrollo embrionario 

de B. taurus fueron similares entre BCB+ y el control (Fakruzzaman et al., 2013). Además, se 

mencionan que los ovocitos BCB+ de folículos >6 mm no aumentan el desarrollo embrionario 

en comparación con su respectivo control (Karami-Shabankareh et al., 2014).  

 

Existe controversia en cuanto al uso de la BCB, ya que mientras algunos reportes afirman un 

aumento en el desarrollo embrionario de BCB+ con respecto al control (Pujol et al., 2004; 

Mirshamsi et al., 2013), otros estudios reportan resultados similares en el desarrollo 

embrionario entre los ovocitos BCB+ y su control (Bhojwani et al., 2007; Sugulle et al., 2008; 

Silva et al., 2011; Su et al., 2012; Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014; 

Salviano et al., 2016). Es probable que estas variaciones en los resultados sea consecuencia 

de aspectos de tipo biológico, consecuentemente provocan variaciones en el DEIV, tales como 

la especie (Ghoneimy et al., 2017) raza (Quispe et al., 2015), estado nutricional (Valderrama 

et al., 2011; Quispe et al., 2015), edad (Quezada-Casasola et al., 2018) y las condiciones 

ambientales (Valderrama et al., 2011).  

 

El proceso DEIV tiene como finalidad que los ovocitos fertilizados in vitro se desarrollen hasta 

el estado de blastocisto y realizar la transferencia a una receptora (Gonella et al., 2013). Pero 

existen varios factores que influyen en la producción de blastocistos como la especie y raza 

de la donadora (Fischer et al., 2000; Silva et al., 2013) y el fin productivo: carne (Hereford) y 

leche (Holstein) (Fischer et al., 2000; Kadarmideen et al., 2015). En un estudio llevado a cabo 

por 17 años de un centro de PIVE de bovino, se demostró que se obtiene mayor cantidad de 

blastocistos de B. indicus (Gyr) por sesión de OPU que de B. taurus (Holstein) (Pontes et al., 

2010; Watanabe et al., 2017). Además, los ovocitos de ganado de carne (Hereford: Fischer et 
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al., 2000; Senepol: Watanabe et al., 2017) tienen mayor eficiencia para desarrollar el estado 

de blastocisto que aquellos provenientes de vacas lecheras (Holstein: Fischer et al., 2000; 

Watanabe et al., 2017).  

 

Está claro que el clima es otro factor importante en la producción de blastocisto en relación a 

la especie de bovino, es mejor la producción de blastocisto de B. taurus en climas fríos y 

templados en comparación con clima caluroso (Rocha et al., 1998; Bó et al., 2003; Valderrama 

et al., 2011). Contrariamente a este suceso, obtuvieron mejor proporción de blastocistos de B. 

indicus en climas calorosos y tropicales que en climas templados (Bó et al., 2003; Satrapa et 

al., 2011; Silva et al., 2013; Watanabe et al., 2017). 

 

En el presente estudio, la producción de blastocistos Holstein fue mayor en los ovocitos BCB+ 

(26%) que en los BCB- (12%) de FP, además esta proporción de blastocistos de FP fue similar 

a aquellos ovocitos BCB+ (21%) de FG. Estos resultados coinciden con lo reportado por Muasa 

et al. (2015) utilizando la raza Boran (B. indicus), quienes obtuvieron similar cantidad de 

blastocistos de folículos de 1-3 mm y >3-6 mm. Previamente, Blondin & Sirard (1995), han 

indicado que los ovocitos de folículos de 2-4 mm tiene similar capacidad de desarrollo que 

aquellos obtenidos de folículos mayores a 4 mm. Es posible el desarrollo del blastocisto a partir 

de un ovocito de folículo pequeño (3 mm), debido a que no está influenciado por un folículo 

dominante; la proporción de ovocitos que desarrollaron blastocistos fue mayor en ausencia 

(44.8%) que en presencia de un folículo dominante (36%) (Hendriksen et al., 2004). 

 

Por otra parte, la producción de blastocistos de BCB+ y BCB- de FG fue similar en el presente 

estudio. Independientemente de la tinción, los ovocitos de FG fueron seleccionados 

naturalmente durante el reclutamiento folicular por factores endocrinos y paracrinos 

(Maldonado et al., 1997; Sirard et al., 2011; Silva & Figueiredo, 2016), siendo posible que estos 

ovocitos puedan expresar algunos genes y almacenamiento de algunas biomoléculas que 

proporcionen la capacidad de desarrollo (Vélez et al., 2017); estas características pueden ser 

la causa de una proporción similar de la producción de blastocisto de BCB+ y BCB- de FG 

encontrada en el presente estudio.  

 

Por otra parte, se han obtenido resultados diferentes a lo observado en la presente 

investigación, donde aseguran que aumenta la producción de blastocistos de bovino en 
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ovocitos BCB+ recuperados de folículos medianos (25.69%) y grandes (26.65%) comparados 

con los pequeños (14.76%) (la especie y raza son desconocidos) (Karami-Shabankareh et al., 

2014). Similarmente han encontrado que los BCB+ de folículos mayores a 6 mm tienen 

mejores proporciones de blastocistos comparados con BCB+ de folículos 1-3 mm, pero 

utilizando la raza Boran (B. indicus) (Muasa et al., 2015). Sin embargo, este efecto no se 

observó en el presente estudio utilizando ovocitos de Holstein, donde los porcentajes de 

blastocistos fueron similares en ovocitos BCB+ de ambos tamaños de folículos. Es probable 

que la especie y la raza sea un factor importante en la eficiencia de la tinción de BCB para 

identificar al ovocito con la capacidad de desarrollo, aunque algunos investigadores han 

concluido que independientemente de la especie, los ovocitos de FG tienen mayor capacidad 

de desarrollo que los FP (Lonergan et al., 1994; Karami-Shabankareh et al., 2014).  

 

La principal ventaja de la tinción BCB en bovino, es la identificación de los ovocitos para 

aumentar la producción de blastocistos comparados con un control (Pujol et al., 2004; Alm et 

al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Silva et al., 2011; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; 

Rodríguez-Villamil et al., 2016). Sin embargo, los resultados en bovino han sido 

controversiales (Opiela et al., 2013) y mencionan que la producción de blastocistos de BCB+ 

es similar al control (Opiela et al., 2008; Opiela et al., 2010; Opiela & Kątska Ksiązkiewicz, 

2013; Fakruzzaman et al., 2013). Pero, en estos estudios no hacen mención de factores que 

pueden influir la producción de blastocisto. Está claro que la especie, la raza (Camargo et al., 

2007; Valderrama et al., 2011) y el estado nutricional (Ghoneimy et al., 2017) pueden ser 

algunas causas que influyen en la producción de blastocisto.  

 

Los ovocitos obtenidos y utilizados para esta investigación fueron de ovarios de rastro, siendo 

una manera económica y de mayor abundancia de ovocitos para la investigación y producción 

de embriones (Gonella et al., 2013). Pero estos ovarios contienen varios tipos y tamaños de 

folículos antrales (Sirard, 2011), consecuentemente los ovocitos son extremadamente 

heterogéneos en términos de calidad y DEIV (Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015). 

Desafortunadamente tal diversidad no puede ser benéfica para optimizar programas de PIVE 

(Sirard, 2011). 

 

Por otro lado, se ha analizado las propiedades de los ovocitos BCB+ y hacen mención que la 

capacidad de desarrollo del ovocito no tiene asociación con la actividad de G6PDH 
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(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014), sino que en otras características como las 

concentraciones de lípidos. La capacidad de desarrollo puede tener relación con la cantidad 

de lípidos presentes en el citoplasma y la actividad mitocondrial (Mohammadi-Sangcheshmeh 

et al., 2014), observándose que los ovocitos BCB+ contienen más lípidos citoplasmáticos que 

los BCB-. Estos estudios se han llevado a cabo en bovinos (Castaneda et al., 2013) y ovinos 

(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014), sugiriendo que puede ser la explicación del papel 

de los lípidos citoplasmáticos en la adquisición de la capacidad de desarrollo del ovocito 

(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014). Los lípidos almacenados pueden ser la fuente de 

energía durante la maduración del ovocito y el desarrollo embrionario tempano, ya que las 

concentraciones de triglicéridos y colesterol en los ovocitos de bovino disminuyen 

progresivamente durante la MIV, FIV y DEIV (Castaneda et al., 2013).  

 

En otros estudios han relacionado la especie con el número de gotas de lípidos presentes en 

el citoplasma del ovocito, resultando que existen en mayor cantidad ovocitos con 

predominancia fenotípica B. taurus y cruzas (B. taurus X B. indicus) en comparación con vacas 

fenotípicamente B. indicus (Ordoñez et al., 2014). 

 

Diversos factores afectan las concentraciones de lípidos citoplasmáticos en bovino, incluyendo 

la dieta, condición corporal, edad (novillas ó vacas adultas) y lactación, que pueden influir en 

el contenido de lípidos del líquido folicular y las diferentes células del ovario, incluyendo al 

ovocito (Dunning et al., 2014).  

 

9 CONCLUSIONES  

 

La eficiencia de la PIVE de bovino está determinada por numerosos factores, la especie, raza, 

el fin productivo, edad, condición corporal (nutrición) y las condiciones ambientales, que deben 

de ser considerados en la implementación de los programas de desarrollo embrionario in vitro. 

 

La evaluación de la calidad del ovocito es fundamental para el éxito de los protocolos de PIVE 

de bovino, tomando en cuenta el tamaño folicular, diámetro del ovocito, estado de la meiosis, 

viabilidad, grado de crecimiento, así como la eficiencia durante la MIV, FIV, DEIV y la 

producción de blastocisto. 
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Las evaluaciones realizadas en los ovocitos de Holstein recuperados en rastro identificados 

con la tinción de BCB para aumentar la producción de blastocistos permitió varias 

conclusiones: 

 

• La tinción identificó mayor cantidad de ovocitos BCB+ del FG, observándose una gran 

proporción de ovocitos BCB- en ambos tamaños de folículos. 

 

• La viabilidad no fue alterada antes de la MIV y después de la FIV de los ovocitos BCB+ 

de ambos tamaños de folículos. Por lo tanto, los ovocitos BCB+ de Holstein poseen la 

posibilidad para continuar la MIV, FIV y el DEIV. 

 

• En cuanto al estado de la meiosis, no se observaron cambios en la presencia de 

vesícula germinal antes de la MIV en los ovocitos BCB+ de ambos tamaños de 

folículos. 

 

• Los diámetros de los ovocitos BCB+ y BCB- de ambos tamaños de folículos fueron 

similares, por lo que el diámetro de ovocitos de Holstein identificados con BCB no 

puede ser considerado como una evaluación de la calidad del ovocito. 

 

• La evaluación de la cromatina reflejó que después de la FIV, los ovocitos BCB+ de FP 

obtuvieron mayor porcentaje tanto de ovocitos en MII como fertilizados. Por lo tanto, la 

tinción de BCB identifica a los ovocitos Holstein de folículos de 2-4.9 mm con mayor 

capacidad para los procesos de MIV y FIV.  

 

De esta manera, en los ovocitos BCB+ de FP produjeron un mayor porcentaje de desarrollo 

embrionario y producción de blastocistos, por lo tanto, la tinción de BCB identifica a los ovocitos 

de Holstein con mayor capacidad de desarrollo para aumentar las proporciones de 

blastocistos. Esta información tiene gran valor para los centros de producción de embriones in 

vitro de bovino que desean aumentar la eficiencia en la producción de blastocistos de ganado 

lechero específicamente de la raza Holstein. 
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10 IMPLICACIONES  

 

• Identificación del ovocito de folículo pequeño con las mejores cualidades para 

aumentar la ferilización in vitro desarrollo embrionario in vitro y la producción de 

blastocisto. 

 

• Reduce el tiempo para la obtención de un ovocito con suficiente capacidad para el 

desarrollo embrionario. 

 
• Reduce el tiempo generacional. 

 

11 PERSPECTIVAS  

 

 De acuerdo a los resultados obtenidos en los ovocitos BCB+ de FP, se pueden sugerir algunas 

propuestas para futuras investigaciones sobre la tinción de BCB en ganado bovino.  

 

• A través de la OPU Identificar ovocitos de FP de ganado Holstein y verificar su 

eficiencia para aumentar el desarrollo de blastocisto.  

• A través de la OPU Identificar ovocitos de FP de ganado Gyr y comparar la eficiencia 

para aumentar el desarrollo de blastocisto en comparación con ganado Holstein.  

• Bajo las mismas condiciones del presente estudio verificar la eficiencia de ovocitos 

BCB+ de FP para aumentar el desarrollo de blastocistos, pero utilizando diferente raza 

lechera de B taurus. 
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13 ANEXOS. 

Anexo I 

 

 

 

 

TL-HEPES-PVA. Medio modificado de Tyrode suplementado con lactato de sodio, 

HEPES y alcohol polivinílico. 

Ingrediente mM  Ingrediente mM 

NaCl 114  Sorbitol 12 

KCl 3.20  NaHCO3 2 

NaH2PO4 0.34  Gentamicina 0.025 mg/mL 

Lactato de Na 10  Penicilina G 0.065 mg/mL 

MgCl2.6H2O 0.50  PVA 0.01% 

HEPES 10  CaCl2.2H2O 2 

Piruvato de Sodio 0.20    

          Fuente: Pichardo et al., 2016. 
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Anexo II 

 

 

TCM-199: Medio cultivo de tejido 199 suplementado. 

Ingrediente mM 

Bicarbonato de Sodio 26.2 

PVA 0.1 % 

D-glucosa 3.05 

Piruvato de Sodio 0.91 

Cisteína 0.57 

EGF 10 ng/mL 

Estreptomicina 0.05 mg/mL 

Penicilina 0.075 mg/mL 

                              Fuente: Pichardo et al., 2016                                          
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Anexo III 

 

 

 

 

TBMm: Medio amortiguado con Tris modificado. 

Ingrediente mM 

NaCl 113.10 

KCl 3 

CaCl2.2H2O 7.5 

Tris (base libre) 20 

Glucosa 11 

Piruvato de sodio 10 

Penicilina sódica 60 µg/mL 

Sulfato estreptomicina 100 µg/mL 

                               Fuente: Park & Niwa, 2009. 
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Anexo IV 

Medios Secuenciales SOF1-SOF2. 

Ingrediente SOF1  

mM 

SOF2  

mM 

NaCl 99.70 99.70 

KCl 7.16 7.16 

KH2PO4 1.19 1.19 

MgCl2 6H2O 0.49 0.49 

DL- Ac láctico Jarabe 60% lactato de sódio 3.30 3.60 

NaHCO3 25.07 25.07 

CaCl2 2 H2O 1.71 1.71 

Piruvato de sodio 0.33 --- 

Glutamina 1.0 1.0 

Glucosa 1.5 3.0 

BSA 8 mg/mL 

Cristalizada 

8 mg/mL 

Cristalizada 

EDTA 0.1 --- 

Taurina 0.1 --- 

Aminoácidos no esenciales MEM 1X 1X 

Aminoácidos esenciales MEM 1X 1X 

Vitaminas MEM --- 1X 

BSA: Albumina sérica bovina; EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético; MEM: Medio mínimo esencial de 
Eagle.  
Fuente: Gandhi et al., 2000 
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Anexo V 
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