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[ll.  Resumen.

La produccion de embriones in vitro en vacas aumenta la productividad al aumentar
la cantidad de terneros de una sola madre de alto valor genético. Para obtenerlos
conlleva un procedimiento de obtencion de los ovocitos ya sea directamente de
ovarios o por aspiracion folicular in vivo para posteriormente ser transportados al
laboratorio donde se someteran a procedimientos que imitan las condiciones
naturales de la madre utilizando medios de cultivo. Se divide en tres etapas
principales que en orden cronoldgico son: maduracion de ovocitos, fertilizacion de

ovocitos maduros y cultivo de embriones.

Palabras clave: Embriones, In vitro, Cultivo, Ovocitos, Maduracion, Fecundacién
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.  Introduccidn.

Las nuevas biotecnologias tienen la finalidad de producir animales y multiplicar a
los que son genéticamente superiores mediante la produccidon de embriones in vitro.
Estas biotecnologias pueden ayudar a aumentar la produccion de proteina de origen
animal necesaria en todo proyecto sobre soberania alimentaria, se considera
importante realizar una investigacion de los conceptos y estado actual de la

biotecnologia de produccion de embriones in vitro (Fernandez et al., 2007).

La PIV conlleva tres pasos que en orden cronolégico son: recoleccion de ovocitos,
maduracién de los mismos, fertilizacion de ovocitos maduros y cultivo de embriones
(Goicochea et al., 2021).

La técnica comienza con la recoleccion de ovocitos mediante aspiracion folicular o
con ovarios de rastro. Los ovocitos recolectados son madurados utilizando
gonadotropinas y factores de crecimiento. Los espermatozoides son capacitados en
el laboratorio. Para fertilizar se utiliza un cultivo de espermatozoides y ovocitos con

un medio que les favorece (Gonella et al., 2013).



II.  Objetivo.

Realizar una revision de literatura actualizada sobre la produccién de embriones in

vitro.



1.  Revisién de literatura.

3.1Uso de los embriones producidos in vitro en la ganaderia.

Esta técnica tiene como objetivo conseguir crias de alto nivel genético, mejorando

la productividad (Goicochea et al., 2021).

Esta biotecnologia reproductiva que ya tiene afios mejordndose con el fin de
reproducir de manera artificial la produccién de embriones. En un principio solo tenia
fines de investigacion, pero con la evolucion de la ganaderia se volvido algo
comercial, con esto los medios de cultivo se estudiaron mas para simplificarlos y
mejorar el desarrollo embrionario, la tasa de gestacion y el porcentaje de crias
viables. Actualmente el uso de esta biotecnologia va en ascenso por las ventajas

gue presenta (Rodriguez et al., 2011).
3.2Seleccion de vacas donadoras de ovocitos y receptoras de embriones.
Donadoras de ovocitos.

La selecciéon debe basarse en tres criterios: mérito genético de la descendencia,

capacidad reproductiva y valor comercial (Acevedo, 2016).

Mérito genético: se debe considerar caracteristicas objetivas y cuantificables como:
peso al destete, peso al afio, conversidn alimenticia, ganancia diaria de peso,

habilidad materna, produccion lechera y valor de la canal (Carbalo et al., 2010).

Capacidad reproductiva: se debe hacer una evaluacién reproductiva mediante
palpaciéon transrectal y/o ecografia de los ovarios y del Utero para descartar
cualguier anomalia como: quistes foliculares, adherencias, endometritis, metritis
(Nathalia, 2014).

El valor comercial de la donadora se lo da el mejoramiento genético y productividad
gue esta brinda (Nathalia, 2014).



La eleccidén de los toros para la fertilizacion de los ovocitos obtenidos de las

donantes también es muy importante (Carbalo et al., 2010).
Esta donante debe cumplir estas caracteristicas reproductivas:

o Buen historial reproductivo.
o Completamente sana.
o Ciclos estrales regulares.
o Condicién corporal de 3.5 a 5.
o No haber tenido problemas en partos anteriores.
o Entre 3y 10 afios.
o Con menos de 2 servicios por concepcion.
o Parametros productivos superiores.
(Nathalia, 2014).

El manejo de las donadoras es critico, si estas no estan reproductivamente bien y

en un estado corporal adecuado el programa puede fracasar (Zambonino, 2014).
Receptoras de embriones.

Las receptoras son otra parte esencial del programa, esta es la hembra capaz de
recibir un embrién y llevarlo al termino (parto) ademas de criar y permitir que exprese

su potencial genético (Albeiro, 2001).

También es importante hacer un seguimiento de las estructuras ovaricas, se debe
tener un cuerpo liteo y concentraciones plasmaticas de progesterona siendo lo
necesario para proporcionar un ambiente uterino adecuado para promover el

desarrollo del embrion (Iroleguy, 2011)
Criterios a considerar en receptoras:

o Buen tamafo, general como reproductivamente.

o Sistema mamario apto para amamantar.

o Valorar el canal del parto del animal, este debe ser ancho, esto para la
facilidad del parto.

o Tenerde 1 a 2 lactancias.



o El periodo posparto no debe ser menor de 90 dias.

o Involucion uterina completa y no estar en amamantando.
o Tener un peso promedio de 400 kg o mas.

o Condicién corporal mayor a 3 (en una escala del 1 al 5).
o No estar prefiada, estar ciclando y completamente sana.

o Libre de enfermedades reproductivas (Acosta, 2020).

Se debe tener presente que las receptoras tengan su calendario de vacunacion
completo, estén desparasitadas y suplementadas con sales minerales o

soluciones inyectables (Albeiro, 2020).

Es muy importante la sincronizacion de receptoras, un mayor control en la
sincronizacion de los estros, ademas de asegurar una funcion latea posterior al
estro sincronizado, adecuada para la supervivencia del embrion transferido
(Colazo et al., 2007).

3.3Perspectivas actuales de la produccién de embriones in vitro.

Las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) son herramientas referidas a la
reproduccion animal que en los Ultimos afios ha tenido un avance muy notable. El
enfoque de estas tecnologias es maximizar el nUmero de descendientes animales

genéticamente superiores y diseminar la genética por el mundo. (Ferre et al., 2020).

Esta técnica es un importante avance tecnoldgico que beneficia la reproduccion de
las especies domeésticas y también una alternativa comercial en reproduccién

intensiva de hembras de alto valor genético (Solis et al., 2020).

La transferencia comercial de embriones en el ganado se ha convertido en una
industria bien establecida. Su impacto es alto debido a la calidad de animales que
producen. Se utiliza mayormente para ganancia genética real, especialmente en la
industria lechera utilizando semen de toros provenientes de transferencia de
embriones. El sexado de embriones como de semen es igual de exitoso (Mapletoft,
2013).

Los medios de fertilizacion in vitro mediante numerosas formulaciones promueven

la fusion de gametos y el desarrollo embrionario. Se evaluaron dos medios



diferentes FERT-TALP y TCM199. Se concluy6 que con el medio FERT TALP hubo
un mayor porcentaje de clivaje a las 18 y 48 horas pos- fertilizacion y embriones
bovinos de 4 a 8 células en comparacion con el medio TCM-199 modificado.
(Goicochea et al., 2021).

El medio de fertilizacién para la produccion de embriones in vitro es importante para
el desarrollo en etapas posteriores, se evaluo los porcentajes de fertilizacion, clivaje
y embriones al dia ocho al suplementar cafeina en el medio de Fertilizacion in vitro
(FIV). Concluyendo que la adicibn de cafeina no mejora los porcentajes de
fertilizacion, clivaje y embriones obtenidos al dia 8 de cultivo, los porcentajes de
maduracién in vitro fueron similares para los tratamientos FIV + cafeina y FIV
control, ademas la eficiencia general del procedimiento FIV fue similar para los
tratamientos FIV + cafeina y FIV control (Ponce et al., 2020).

Al evaluar el efecto de dos concentraciones de 02 (5% 02 y 20% O2) en la
produccion de embriones bovinos in vitro se obtuvo que con la concentracion de
20% de O2 hay mejores resultados por etapa de maduracion y fertilizacion. Mientras
gue con la concentracion de 5% de O2 obtienes mayores porcentajes de clivajes,
embriones y blastocitos. Pero al final la concentracion de 5% de O2 resulto con
mejores porcentajes de embriones producidos (Murillo et al., 2021).

Se evalud la biparticién y la crio preservacion en el desarrollo de embriones. Se
concluyé que la biparticion y la crio preservacién por vitrificacion no afecta el
desarrollo in vitro de los blastocitos producidos in vitro mientras tanto la crio
preservacion por curva lenta afecta el desarrollo. Por ello la crio preservacion por
vitrificacion es la técnica mas viable para conservar blastocitos y hemiembriones

producidos in vitro (Garcia, 2020).

Los antioxidantes previenen la oxidacion disminuyendo el porcentaje de oxigeno.
Se concluydé que una atmosfera baja de 2% de O2 incrementa el porcentaje de
embriones in vitro, también mejora la calidad obteniendo un mayor nimero de
blastomeros. Sin embargo, en cultivo de mayor atmosfera de 5 a 20% reduce su

proteccion (Delgado, 2018).



3.4Técnica de laboratorio para la produccion de embriones in vitro.

La Fecundacion In Vitro (FIV) se realiza completamente en laboratorio, implica la
maduracion y fusién de gametos femeninos y masculinos en un ambiente creado

con la finalidad de producir embriones. (Ponce et al., 2020).

Se divide en tres pasos exceptuando la recoleccion de ovocitos, que en orden
cronolégico son: Maduracion de ovocitos, Fecundacion de ovocitos maduros y

cultivo de embriones (Salgado et al.,2020).
3.4.1 Etapas de produccion de los embriones in vitro.

La produccion de embriones in vitro se divide en 4 etapas: recoleccion de ovocitos,

maduracion, fertilizacion y cultivo.

a) En la primera etapa se colectan ovocitos in vivo mediante la aspiracion

folicular o con ovarios de rastro

b) Los ovocitos ya en el laboratorio con ayuda de diversos medios son

sometidos a maduracion in vitro

Los espermatozoides son capacitados, adquiriendo la capacidad para

fertilizar.

c) La fertilizacion in vitro es la fase en la que los ovocitos maduros son

cultivados junto con espermatozoides y asi poder ser fecundados.

d) Por ultimo, los ovocitos fertilizados se exponen a nutrientes y sustancias que
apoyan la division celular y el crecimiento embrionario para mantener su

sobrevivencia y desarrollo (Gonella, 2013).



Esquema 1 Etapas de produccién de embriones in vitro.



3.5 Obtencién de ovocitos.

Al nacer la hembra bovina puede tener hasta 75,000 ovocitos en cada ovario. A
pesar de ello solo logra tener de 4 a 6 crias en su vida (Rivera, 2022).

El ovocito coopera con la mitad del material genético embrionario y con todo el
citoplasma del cigoto, proporcionando los organelos, proteinas y demas
componentes celulares necesarios para el desarrollo temprano (Gonella, 2013).

Los foliculos son la unidad fundamental del ovulo encontrandose en diferentes fases
de desarrollo, la obtencion de estos permite aprovechar los no ovulatorios, que en
condiciones fisiologicas normales se atresian (Fernandez et al. 2010).

Existen diferentes técnicas de aspiracion de ovocitos:

- Hembras vivas: Aspiracion folicular (Ovum Pick-Up; OPU) guiada por

ultrasonido de animales vivos.

- De material del matadero: Se realiza de forma post-mortem, una vez que el

animal ha sido sacrificado y se ha retirado el ovario.
Aspiracion folicular (OPU).

Viene de las palabras Ovum Pick Up, o puncién ovarica y su objetivo es obtener
cada ovocito alojado al interior de cada foliculo ovérico. El sistema de aspiracion
folicular guiado por ultrasonido consta de un ecografo, una bomba de aspiracién y
una aguja, también dispone de un sistema guiado conectado a un recipiente de

recoleccion y una sonda (Camargo et al., 2012).

La técnica se realiza ubicando el transductor en el ovario a puncionar. El dispositivo
se maneja desde el exterior con una mano mientras la otra es introducida en el recto
fijiando el ovario con el transductor visualizando los foliculos en la imagen del
ultrasonido; ya fijado el ovario, haciendo movimientos suaves es perforada la pared
vaginal con la aguja y los foliculos son aspirados por la bomba de vacion y

recolectados (Camargo et al., 2012).
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Preparacién del equipo.

-Mesa para el equipo. Esta debe estar limpia y desinfectada con una solucion de
agua y clorhexidina.

-Bafio Maria. Se prepara 10 minutos antes, utilizando agua destilada y se coloca
sobre la mesa. La temperatura debe estar a 37°C. Aqui es donde van los tubos de

ensayo donde se almacenaran los ovocitos.
-Ecografo. Instalarlo correctamente y verificar que la imagen sea la adecuada.
-Sonda de aspiracion. Debe estar limpia y desinfectada.

-Bomba de vacio. Debe estar limpia y conectada la salida al tubo de ensayo que
contiene 5 ml de medio para mantenimiento de ovocitos, todo esto dentro del bafio

maria para evitar un estrés térmico.

-Pedal de la bomba de succion. Al presionar, origina una presion negativa de
succion de alrededor de 89 psi.

Procedimientos para la aspiracion de ovocitos.
Primero se verifica que los materiales no falten en la mesa.
En vacas muy nerviosas se usa acepromazina como tranquilizante.

Ya con la donadora en la prensa se aplica lidocaina al 2% (anestésico local) esto
para evitar contracciones del recto y favorecer la manipulacién de los ovarios y

evitando el dolor al momento de la puncion con la aguja.

Se introduce la mano en el recto y se realiza una evacuacion de heces, seguido se
hace limpieza en la vulva. Entonces se introduce la sonda de aspiracion por el tracto
genital de la vaca con camisa de proteccion, aguja de aspiracion y un poco de gel

lubricante.

La aguja de aspiracion se ubica en la parte superficial del ovario, evitando

introducirla y asi evitando lesiones, hemorragias e infecciones.

Los ovocitos y el liquido folicular son succionados y llevados al tubo de ensayo.
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El tubo de ensayo debe ser identificado con el nimero de la vaca que se trabajé y

se pasa al laboratorio de fertilizacion in vitro.

Terminada la aspiracion vamos a encontrar un liquido rojo debido a la mezcla de
sangre y el medio que se utiliz6. Finalmente terminada la aspiracion los tubos de
ensayo son llevados al laboratorio de fertilizacion in vitro donde se hace la
bldsqueda, maduracion y fertilizacion de los ovocitos y congelacion de los embriones
(Orellana et al., 2007).

Del matadero.

El proceso de obtencion de ovocitos en vacas de rastro se realiza de forma post-
mortem, una vez que el animal ha sido sacrificado y se ha retirado el ovario para
someterlos al proceso de aspiracion, el tamafio ideal del ovocito debe ser de 3y 6

milimetros (Ramirez, 2020).
Materiales a utilizar

- Ovarios de rastro.

- Jeringas de 5 ml.

- Agujas numero 18.

- Solucién salina.

- Recipiente de plastico.

- Tubos de recoleccion de ovocitos.

Procedimiento.

Los ovarios recolectados son llevados del rastro al laboratorio en un contenedor con
una mezcla de solucién salina + antibiético a temperatura ambiente (hasta 22 °C

hasta por 5 horas) (Ramirez, 2020)

Ya en el laboratorio los ovarios se enjuagan dos veces con etanol al 70% + solucién
salina, esta solucion debe mantenerse en una temperatura de 35 —-37°C (Ramirez,
2020).

La aspiracién se realiza con jeringa hipodérmica de 5 ml y aguja del namero 18, la

jeringa debe contener 1 ml de solucion salina para amortiguar los ovocitos.
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Se toma el ovario del recipiente y se seca suavemente.
Se punzan los foliculos y se aspiran los ovocitos dividiendo el ovario en tres caras.

Al terminar de aspirar el ovario, el contenido es depositado en tubos para
recoleccion de ovocitos estos dentro del recipiente con solucion a temperatura de
35-37 °C.

18G-1.5(n-38mm
/

Puncién y aspiraciéon Los ovocitos se
de ovocitos depositan en un tubo
para recolecciéon de
Materiales para OVOCitos

aspiracion.

Esquema 2 Proceso de aspiracién de ovocitos.

Busqueda de ovocitos

Ya en el laboratorio el liquido recolectado en el tubo de ensayo es filtrado, se
enjuaga con buffer fosfato salino, se vuelve a filtrar hasta que desaparezca el color
rojizo de la sangre. El liquido que queda en el filtro es colocado en una caja Petri
para localizar y valorar los ovocitos. Este paso es muy importante dado que del 25%
al 40% de ovocitos van alcanzar el estadio para ser un embrién viable (Orellana et
al., 2007).
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(CBR, 2023)

llustracién 1 Ovocitos de diferentes etapas.

Clasificacién de ovocitos.

La clasificacion se basa en tres criterios: diametro de los ovocitos, aspecto de su
citoplasma y las caracteristicas de las células del cumulus que los rodea, estas
células dan soporte nutricional y hormonal durante la fase de maduracion (Crespo
et al., 2015).

El didmetro define la capacidad para madurar, un ovocito menor a 110 um no tiene
capacidad para madurar. Los ovocitos que contienen un cumulus oophorus
compacto tienen mayor porcentaje de llegar a ser un embrién viable. A diferencia
de los que solo presentan corona radiata (Crespo et al., 2015).

Los ovocitos que muestran un ovoplasma oscuro tienen una gran acumulaciéon de
lipidos y aumenta su potencial de desarrollo a diferencia que los que presentan una
coloracion palida. Aunque los ovocitos que presentan una coloracion negra es
porque estan envejecidos y su potencial de desarrollo es muy baja (Crespo et al.,
2015).
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Tabla 1 Clasificacién de ovocitos.

Clasificacion. Calidad Caracteristicas a evaluar

A Bueno Completamente rodeado por mas de 3 capas de

células del cimulus y citoplasma homogéneo.

B Regular Rodeado parcialmente por células del camulus o

con citoplasma irregular.

C Malo Desnudo.
D Degenerado Rodeado por fibrina (con aspecto de tela de
arana).

(Adaptado de Liebfried L and First N L, 1979; Sato E y col, 1990)

[lustracidon 2 Ovocitos en las 4 clasificaciones.

3.6 Maduracion.

Esta es la fase en la que se simula lo que sucede en los cuernos uterinos, después

de la ovulacion (Orellana et al., 2007).

En esta fase los ovocitos adquieren la competencia para ser fecundados (Salgado
et al., 2020).

Para lograr la maduracion se asimila las condiciones del oviducto como:
temperatura, pH, presion osmoética y la composicion atmosférica (Crespo et al,
2015).
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Los ovocitos, a lo largo de la maduracion, llegan al estadio de Metafase dos (Mll),

en la que adquieren competencia citoplasmatica y genética (Salgado et al., 2020).

También se necesita que las células del Camulus que lo rodean, se expandan y
produzcan sustancias que permitan el fin de la maduracion, solo asi estara listo para

ser fertilizado. Esto usualmente tarda alrededor de 24 horas (Salgado et al., 2020).

(CBR, 2023)

llustracion 3 Ovocitos inmaduros (izquierda) y ovocitos maduros (derecha)

Medios de cultivo para la maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

Los ovocitos mediante numerosas formulaciones de medios de maduracion, bajo

diferentes condiciones y protocolos para alcanzar la etapa de blastocito.
Medio de cultivo tisular 199 (TCM 199).

Es el medio estandar: el TCM 199 se usa en la mayoria de laboratorios con o sin

suplemento de suero (Lino et al., 2021).

La suplementacibn con factores o hormonas aumentan la maduracion

citoplasmatica a diferencia de otros (Espin et al., 2018).
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Fluido sintético de oviducto SOF.

Se compone de fluido del oviducto ovino mas albumina sérica bovina. Teniendo una

tension baja de oxigeno (5-7%) el desarrollo aumenta (Espin et al 2018).
El medio basal Eagle BME

Es un medio sintético para apoyar el crecimiento de células in vitro. Debe
complementarse, generalmente con suero fetal bovino (FBS) al 10%. BME utiliza un
sistema de tampones de bicarbonato sédico (2,2 g/l) y, requiere un ambiente con un

5-10 % de CO2 para mantener el pH fisioldgico (Thermo Fisher Scientific).
Aditivos:

o Hormona foliculo estimulante (FSH).

o Hormona luteinizante (LH).

o Factor de crecimiento epidérmico (EGF).
o Factor de crecimiento insulinico (IGF).

o Insulina transferina insulinico (ITS).

o Beta estradiol.

o Glucosa.
Procedimiento.

- Paso 1: Preparar las cajas para la maduracién, colocando gotas de 20 ul de
medio de maduracion.

- Paso 2: cubrir con 3,5 ml de aceite mineral.

- Paso 3: y adicionar a cada gota 30 ul mas de medio.

- Paso 4: Marcar las cajas asi: MIV, consecutivo del proceso, fecha y nimero
de caja.

- Paso 5: Guardar la caja en la incubadora de CO2.

- Paso 6: En una caja extra realizar el lavado de los ovocitos de la siguiente
forma: colocar dos gotas de 100 pl de HEPES y una gota de 100 ul de medio
de maduracion.

- Paso 7: Tomar los ovocitos seleccionados, lavarlos y pasarlos por las dos

gotas de HEPES y por la gota con medio de maduracion.
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- Paso 8: Finalmente, sembrar entre 10 y 12 ovocitos en cada gota de la caja
de maduracién e incubar por 24 horas a 38,6°C, 6% CO2 y 90% de humedad

(Cardona et al., 2014).
3.7 Fertilizacion.

Es también conocida como inseminacion, procedimiento por el cual los ovocitos
maduros son cultivados junto con espermatozoides y asi poder ser fecundados. Son
grupos de alrededor de 30 ovocitos depositados en microgotas que contienen
medios de fertilizacién; a los que se le adicionan espermatozoides motiles

previamente purificados y capacitados mediante estimulacién enzimatica.

La meiosis se completa después de la fecundacion ya cuando el ovulo es un cigoto
(Salgado et al., 2020).

Los eventos fisioldgicos que ocurren en esta fase son: la capacitacion espermatica,
penetracion al ovulo, unién de gametos y formacion de pronudcleos (Salgado et al.,
2020).

Seleccién espermatica.

Es un paso esencial donde se seleccionan los espermatozoides mas mdviles,
ademas se retiran sustancias no deseadas como diluyentes y crio protectores (De
Ledn et al., 2021).

Swim-Up.

El método de Swim-Up es un procedimiento que permite seleccionar aquellos
espermatozoides con mayor capacidad para ascender en un medio de cultivo.

Consta en verter el semen descongelado en un tubo conico con medio de seleccién

espermatica con una inclinacion de 45° durante 1 h a 38-39 °C.

Pone a prueba la capacidad de los espermatozoides para migrar con movimientos

propios.

Transcurrida la hora, los espermatozoides desplazados a la parte superior son los

de mejor condicién (Magdanz et al., 2019)
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Gradientes de densidad.

Se utiliza la sedimentacion-centrifugacion para los espermatozoides motiles y
viables. Los espermatozoides de mejor calidad y mayor movilidad llegaran al fondo
del tubo, es decir, atravesar todos los medios a pesar de la densidad y estos son

los que se usaran para la fertilizacion (Salgado et al., 2020).

Esquema 3 Proceso de capacitacién espermatica

Materiales para Centrifugadora .
" Espermatozoides
descongelar la pajilla )
de semen motiles separados
del resto.
(CBR, 2023)

Capacitacién espermaética.

Realiza cambios estructurales en el espermatozoide, con el uso de «capacitantes»

para ayudar a la penetracién y fusion al ovocito.

La capacitacion favorece cambios como: eliminacién de componentes adheridos a
la membrana del espermatozoide, cambio de la composicién lipidica de la
membrana espermatica, aumento de la permeabilidad a los iones Ca2+, cambio en

el pH interno, incremento en la permeabilidad (Salgado et al., 2020).
Los inductores mas comunes in vitro son:

v" Células del cumulus

v' El Medio Tyrode’s libre de calcio.
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La albumina sérica bovina (BSA)
La heparina.

Los aminoacidos y catecolaminas.
La cafeina.

(Salgado et al., 2020).

Terminando la capacitacion se define la dosis de espermatozoides para cultivar con
los ovocitos maduros. El conteo se realiza con hemocitémetro o camara de Thoma
(Salgado et al., 2020).

La dosis va de 1 a 6x106 espermatozoides/ml de medio de fecundacion,

dependiendo del protocolo utilizado (Mohanty et al., 2018).
Fecundacién In Vitro:

Preparada una caja Petri con semen previamente capacitado y con la concentracion

adecuada, se preparan las gotas para la inseminacion, cubiertas con aceite mineral.

Se sacan los ovocitos de la estufa y se colocan por grupos en las gotas de semen,
en proporcion de 10 ovocitos en 100 pl. Se incuba en la estufa los ovocitos y el

semen durante 24 horas (Filipiak et al., 2010).

Foto 10: Ovocito siendo Fotos 11 y 12: Ovocitos penetrados por un espermatozoide
fecundado por
espermatozoides

llustracion 4 Ovocitos siendo fecundados.
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Los medios para el desarrollo de la fertilizacion in vitro son similares a la maduracion
in vitro, pudiendo ser abiertos o bajo aceite mineral, usandose mas recubierto y en

gotas (Aravina et al., 2019).

Para la fertilizacion in vitro se utilizan medios como el TALP, el TCM-199 o el SOF,

pudiéndose ser suplementadas con varios componentes (Ferre et al., 2020)
3.7 Cultivo.

En esta etapa los ovocitos fertilizados se exponen a nutrientes y sustancias que
apoyan la division celular y el crecimiento embrionario, se desarrollan hasta un

estadio embrionario apto para la transferencia a la receptora (Gonella et al., 2013).

Se define como el tiempo en el cual el cigoto se convierte en blastocito. Abarca

desde el dia 1 hasta el 7 pos fertilizacion.
Se puede desarrollar:

a) soporte (placa de Petri, placa de cuatro pozos, en gotas), con 0 sin cobertura de

aceite mineral

b) medio (medio simple definido, semi-definido indefinido, medios condicionados)
c) tipos de células (cocultivo) (Salgado et al, 2020).

Medios de cultivo.

Es fundamental, ya que proporciona el medio ideal para el desarrollo del embrion.
El ma&s usado es el fluido oviductal sintético (SOF), dado que asemeja las
condiciones fisiol6gicas (Salgado et al, 2020).

Calidad embrionaria.

Transcurrida la fertilizacién, los cigotos se retiran del medio de FIV. Lo primero es

retirar las células de cumulus adyacentes para clasificarlas (Salgado et al, 2020).

La remocion se realiza con pipeteo fino, con el uso de hialuronidasa; hidrolizando el

acido hialurénico que rodea el ovulo, o a través de agitacidon (Salgado et al, 2020).
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La clasificacion de los cigotos se realiz6 de acuerdo con la clasificacién ovocitaria
para citoplasma, con el objetivo de eliminar estructuras en estado de apoptosis
(Salgado et al, 2020).

La tension de oxigeno en mamiferos es de 3.5 a 8 % en el tracto reproductivo,
debido a esto el cultivo in vitro debe usar una tension de oxigeno similar (Gonella.,
2013).

Finalmente, los cigotos de mayor calidad pasan a ser cultivados (Salgado et al,
2020).

La evaluacion de la calidad embrionaria es punto importante para comprender la
eficiencia en la producciéon embrionaria. Se realiza al dia 2 o 3 (estadios de 2-4 0
mas células) conocida como clivaje al dia 5 0 6 (morulas o morulas compactas)
denominado previsiéon y al dia 7 (blastocito) o desarrollo embrionario con el fin de
seleccionar los embriones con mejor calidad (Salgado et al, 2020).

La morfologia del embridén nos refleja la calidad de este, calificando su aparencia y

estadio de desarrollo (Rocha et al., 2016).

La simetria, la homogeneidad y la coloracién de la estructura del embrion, al igual
que el tiempo de desarrollo van a definir las tasas prefies y sensibilidad al momento

de la transferencia (Salgado et al, 2020).
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Cycle Day: 7 Cycle Day: 7
Stage Code: 5 Stage Code: 5
Quality Code: 1 Quality Code: 2

Cycle Day: 7,5 Cycle - 7.5 Cycle Day: 7,5
Stage Code: 7 St)::ge g:yde: 7 Stage Code: 7
Quality Code: 1 Quality Code: 2 Quality Code: 2

(Gabriel Bo)

llustracién 5 Embriones en diferentes etapas.

3.8 Preparacion de lareceptora de embrion y transferencia del mismo.

La sincronicidad del momento del ciclo de la receptora y el estadio del embrions nos

garantiza un indice de éxito mas alto de la transferencia (Ponce et al., 2015).
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La sincronizacién comienza con la colocacion de un dispositivo CIDR el dia 0 junto
a un GnRH, y una vez pasados 7 dias se retira y se administra un PGF. Tras 48
horas se aplica un GnRH y 7 dias después la vaca esta lista para transferirle el

embrion (Ponce et al., 2015).

Tabla 2 Sincronizacién de receptoras de embriones.

AM-PIM Revisarcelo. TE

3 3 '
b0 eEeT o7 [ bes O
I t

2 mlBE P
Retiro DIV-P4
1.2 ml ECG
1.5 ml ECP

Transferencia del embrién.

Se recomienda utilizar anestesia epidural en la hembra receptora si esta nerviosa
(Ponce et al., 2015).

Se debe llenar una bhitacora en el laboratorio con el nombre del toro, vaca donadora

y vaca receptora (Ponce et al., 2015).

Al detectar la vaca receptora en celo se lleva a la manga para ser ecografeada para
descubrir en cual ovario esté presente el cuerpo luteo (C.L.), ya que el embrion sera
depositado en el cuerno del mismo lado al ovario donde encontremos un cuerpo
lateo (Ponce et al., 2015).
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Se debe lavar la zona perineal para poder introducir la pistola de transferencia que
contiene el embrién y debe ser llevado hasta el cuerno donde esta presente el

cuerpo lateo y se deposita el embrion en la curvatura (Ponce, 2015).

epositior

2\ &
\(\\ ]
: 54 5

(Robertson, 2015)

llustracion 6 Sitio donde se deposita el embrion.

3.9Criopreservacion del embrion.

El objetivo es lograr almacenar el embrion en bajas temperaturas (-196°)
conservando su integridad removiendo el agua antes de su congelamiento, evitando

la formacion de hielo (Garcia et al, 2014).

Los métodos de crio preservacidn mas comun son de congelacion convencional y

el de vitrificacion.
Congelacion convencional.
Este método es el mas antiguo y el mas usado actualmente (Vajta 2000).

Utiliza una curva de congelacion lenta, equilibrando factores que causan dafio
celular como: formacién de cristales de hielo, fractura del embrion, dafio toxico y

osmotico (Rodriguez et al., 2011).

Consiste en equilibrar los embriones en pajillas de inseminacion de 0,25 ml

equilibrados con crio protectores, con tasas de enfriamiento entre 0,3 y 1°C/min,
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hasta alcanzar los -30 a -35°C, para luego sumergirlos en el nitrégeno liquido
(Rodriguez et al., 2011).

Vitrificacion.
En este método ocurre la gelificacion de un liquido, elevando la viscosidad durante

el enfriamiento eliminando la formacion de hielo en la célula (Rodriguez et al, 2011).

La curva de enfriamiento es mas rapida (=2500°C/ min) utilizando crio protectores
mas concentrados permitiendo la formacion del “estado vitreo”, que disminuye los

dafos quimicos (Rodriguez et al, 2011).

IV. Conclusiones.

Esta biotecnologia es una herramienta que contribuye a los sistemas ganaderos
beneficiando el mejoramiento genético y al estudio del desarrollo embrionario
aumentando la productividad de animales sobresalientes en caracteristicas

econémicamente importantes

Esta técnica abarca a nivel de campo la recoleccion de ovocitos en la vaca
donadora, y la transferencia del embrion producido fresco o congelado a la
receptora, mientras que en el laboratorio se realiza la maduracion, fertilizacion y crio
preservacion de los embriones de hembras donantes, para posteriormente
transferirlos a hembras receptoras que no transmitiran ninguna caracteristica
genética a la cria, sirviendo solamente para mantenerlo al parto y durante la

lactancia.

Cada fase es importante ya que comprenden una serie de procesos fisioldgicos que

son condicionados para ser el éxito o el fracaso de la fase siguiente.

V. Recomendaciones.

Es vital contar con el laboratorio, equipo y protocolos adecuados que garanticen la

simulacion de las condiciones naturales del desarrollo de los embriones en la madre.

Las vacas donadoras como receptoras deben cumplir todos los criterios

establecidos para lograr un buen resultado.
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