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INTRODUCCION

La eficiencia reproductiva de los bovinos se encuentra intensamente influenciada por la
dieta, en particular por el contenido de varios minerales, como Manganeso (Mn), Cinc (Zn),
Cobre (Cu), Hierro (Fe), Selenio (Se) Cobalto (Co) entre otros y vitaminas como AD,Ky E
(Hostetler CE vy col., 2003; Grahman TW., 1991; Frye TM y col., 1991). Los minerales traza
juegan un importante rol en varias enzimas y procesos metabdlicos, se acumulan en el
embrién y tejidos reproductivos indicando su especial papel en el desarrollo, crecimiento y
supervivencia embrionaria. La inadecuada concentracion de estos minerales se asocia a
una mayor muerte embrionaria en el ganado (Hostetler CE y col., 2003). Los problemas que
acarrean las vacas durante el periodo de periparto como por ejemplo hipocalcemia,
retencién embrionaria y mastitis tienen un impacto negativo en la fertilidad de la hembra. La
correcta alimentacién combinada con una adecuada suplementacion de minerales traza
estan intensamente involucrados en la prevencion de estas patologias (Wilde D., 2006). La
administracion sostenida en el tiempo de suplementos multivitaminicos y minerales traza
han revertido favorablemente los sintomas ocasionados por déficit nutricionales,
disminuyendo el intervalo parto primer servicio e incrementando las tasas de concepcién en
rodeos de vacas de cria (Ahola JK y col., 2004). Ensayos in vitro han puesto en evidencia el
efecto local que pueden tener los mencionados minerales y vitaminas sobre la fertilidad, por
modular directamente la integridad del DNA o el contenido de las defensas antioxidantes en
ovocitos y células del cumulus (Picco SJ y col., 2012). Para subsanar estas carencias
nutricionales, se encuentran disponibles en el mercado varias formulaciones de adaptadores
y suplementos. Muchas son las evidencias que respaldan que su incorporacion a la dieta
resulta beneficiosa por revertir algunos de los efectos reproductivos mencionados
anteriormente. Pese a lo antedicho, pocos estudios vinculan la administracion parenteral de
suplementos nutricionales con su efecto local a nivel del ovocito y su fertilidad potencial.

OBJETIVOS

Evaluar el efecto de la suplementacion de vacas Holstein durante el periodo de transicién
con complejos vitaminico-mineral sobre el nimero y calidad de ovocitos obtenidos por
puncion folicular (OPU) al final del periodo de espera voluntaria.

METODOLOGIA

Para llevar a cabo este ensayo se seleccionaron veinte vacas de la raza Holstein, nacidas y
residentes en el campo ROCA perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), que estaban transcurriendo el periodo de transicion y que presentaban
igual fecha probable de parto.

Titulo del proyecto: Efecto de la suplementacion de vitaminas A, E y minerales traza sobre la calidad
ovocitaria en vacas lecheras en periodo de transicion.

Instrumento: CAI+D

Afio convocatoria: 2017

Organismo financiador: Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional del Litoral.
Director: Julian Bartolomé
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Se conformaron dos grupos de diez vacas cada uno. Un grupo control y un grupo
Experimental. A los animales del grupo experimental se le inyectaron de forma subcutanea
complejos vitaminicos minerales (Adaptador® MIN y Adaptador® VIT; Biogénesis Bago®,
Argentina) a la dosis y frecuencia sugeridas por el fabricante. Las otras diez vacas
pertenecientes al grupo control fueron inyectadas con solucion fisiologica a las mismas dosis
y frecuencias que el grupo tratado.

Previo a la puncién folicular (dia 45 post parto), se realizé una sincronizacion de la onda
folicular en los animales de ambos grupos. Para la puncién folicular se utilizé un ecégrafo
Chison 600 conectado a un sistema de guia de aspiracion transvaginal. El contenido folicular
fue recolectado en medio D-PBS con 2% de suero y 10 Ul Heparina por ml a 36°C y a
continuacion, se filtr6 recuperdndose los complejos COC en placas de Petri, donde fueron
evaluados y recolectados en tubos de ependorf con medio de transporte para el traslado al
laboratorio.

La rutina de laboratorio incluyé los siguientes procedimientos:

Maduracion in vitro de los CoCs seleccionados. Los ovocitos se colocaron en placas de
cultivo conteniendo medio de maduracion y se incubaron a 38,5 °C por 22-24 h en atmosfera
de 5% CO2 en ambiente humidificado.

Fertilizacion de los COCs maduros (Dia 0): Los ovocitos se transfirieron a placas de
fertilizacién, conteniendo medio TALP-FERT. La fertilizacibn se realiz6 con pipeta
automatica bajo lupa estereoscopica utilizando un pool de semen de toros de raza Holstein.
Las placas se colocaron en la incubadora, manteniéndose durante 18 h, en las mismas
condiciones descriptas para la maduracion.

Cultivo embrionario (Dia 1): Los cigotos fueron denudados por accién mecénica mediante
pipeteo vigoroso y posteriormente trasladados a placas de cultivo conteniendo medio SOF-
BSA. Se colocé un total de cincuenta embriones, veinte correspondientes al grupo tratado y
treinta al control. La temperatura de cultivo fue de 38,5°C en un ambiente con 5% C02, 5%
02 y balance con N2 en aire con alta humedad. El dia 3 de cultivo se evalué el clivaje en
ambos grupos. El dia 6 de cultivo se observé el desarrollo de los embriones en el estadio de
moérula. El dia 8 de cultivo se evaluo el desarrollo embrionario en los estadios de blastocisto
y blastocisto eclosionado.

El total de embriones obtenidos (en ambos grupos) y la mitad del total de ovocitos
seleccionados para cada grupo, se fijaron con Tri Reagent (SIGMA) y preparados para su
remision al Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas- Universidad Nacional de San Martin
(Buenos Aires), para estudios de expresion génica.

Se empled la prueba de Wilcoxon para muestras independientes para el andlisis de las
variables continuas.

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 72 ovocitos clasificados como viables, (grupo control= 42; grupo
tratado= 30).

La proporcion de ovocitos recuperados y la viabilidad de los mismos, en ambos grupos, se
puede apreciar en la tabla 1. En relacion a este parametro, la recuperacién de ovocitos
viables fue de 46.2 y 39.5% para el grupo control y tratados respectivamente, similar en
ambos tratamientos. En el grafico 1 se puede observar la cantidad de ovocitos viables
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obtenidos en ambos grupos. Se pudo constatar una importante variacion individual en la
respuesta y recuperacion de ovocitos entre las vacas incluidas en el estudio.

Tabla 1. Relacién entre el nimero de ovocitos recuperados y la viabilidad de los mismos en
vacas tratadas con suplemento vitaminico-mineral y controles.

Variable Grupo 1 | Grupo 2 | n(1) | n(2) | Media(1) | Media(2) | DE(1) | DE(2) w p(2 colas)
Ovocitos recuperados C T 10 10 9,10 7,60 5,26 3,17 | 113,50 0,5148
Ovocitos viables C T 10 10 4,20 3,00 4,54 1,63 107,50 0,8484
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Gréfico 1. Cantidad de ovocitos viables obtenidos por puncién folicular de vacas
suplementadas con un complejo vitaminico-mineral (T) y vacas controles (C).

Del total de embriones cultivados in vitro se evalué el clivaje el dia 3 de -cultivo,
obteniéndose un total de 40 embriones clivados, 16 correspondientes al grupo tratado y 24
al grupo control. El dia 6 de cultivo se constaté el desarrollo embrionario, lograndose un
total de 5 embriones viables en el grupo tratado y 6 en el grupo control (p>0,05).

CONCLUSION

De los resultados obtenidos puede afirmarse que la suplementacion parenteral de las vacas
durante el periodo de transicion no incrementé la cantidad ni la viabilidad de ovocitos
obtenidos por puncién folicular al final del periodo de espera voluntario. Tampoco se observo
un efecto sobre la cantidad y estadio de desarrollo de los embriones obtenidos a partir de los
ovocitos obtenidos.
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