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RESUMEN

El semen sexado en la actualidad se ha convertido en una herramienta
indispensable para mejorar la rentabilidad, genética y la eficiencia reproductiva de
los hatos ganaderos de pequefios y grandes productores, asi mismo con el uso de
semen sexado se puede saber el sexo de las crias antes de nacer, lo que facilita
garantizar hembras para el reemplazo o machos para el pie de cria. Si bien también
es importante mencionar que el uso del semen sexado no solo se limita su uso en
la inseminacién artificial (IA) sino que se puede aplicar en otras biotecnologias
reproductivas como lo es la produccion in vivo e in vitro de embriones. Al combinar
estas biotecnologias se logra un gran salto en el mejoramiento genético. Sin
embargo, la aplicacion del semen sexado en la produccién de embriones adn tiene
algunas lagunas y limitantes que provoca resultados variables por tal motivo, el
objetivo de este estudio fue evaluar el desempefio reproductivo de las donadoras
Bos indicus de dos ranchos los cuales fueron tratados con un protocolo de
superovulacion, utilizando semen sexado para la produccion de embriones. Para
ello, se trabajé a las donadoras previamente seleccionadas por su condicion
corporal, historial reproductivo sin patologias. Se aplicé un protocolo convencional
de superovulacion ovarica con FSH y posterior inseminacion empleando semen
sexado. El analisis de los resultados fueron realizados con una prueba de
normalidad y homogeneidad de varianza de los datos, la prueba utilizada ANOVA
se utilizé para determinar la cantidad de embriones fertilizados, degradados o no
fertilizados. Se considerd una diferencia estadistica a un valor de P< 0.05. Todos

los procedimientos fueron realizados con el programa R Studio. Donde se mostré

Vi



gue por servicio de 2.5+0.2 la recuperacion de embriones con semen sexado fue
74.4% vs 38% con convencional. Asi mismo también en el analisis se observé que
la cantidad del medio utilizado y el porcentaje de recuperacion de los embriones

fueron bajos para ambos ranchos.

Palabras clave: Semen sexado Embriones, Superovulacion, Bos Indicus
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ABSTRACT
Sexed semen has become an indispensable tool for improving the profitability,
genetics, and reproductive efficiency of cattle herds, both for small and large
producers. Furthermore, its use allows for determining the sex of offspring before
birth, facilitating the selection of female replacements or males for breeding stock. It
is also important to note that the use of sexed semen is not limited to artificial
insemination (Al) but can be applied to other reproductive biotechnologies, such as
in vivo and in vitro embryo production. Combining these biotechnologies leads to
significant advancements in genetic improvement. However, the application of sexed
semen in embryo production still has some limitations and shortcomings, resulting
in variable outcomes. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
reproductive performance of Bos indicus donor cows from two ranches treated with
a superovulation protocol using sexed semen for embryo production. For this
purpose, donor cows were selected based on their body condition and
unpathological reproductive history. A conventional ovarian superovulation protocol
using FSH was applied, followed by insemination with sexed semen. Data analysis
was performed using a normality and homogeneity of variance test. ANOVA was
used to determine the number of fertilized, degraded, or unfertilized embryos. A p-
value < 0.05 was considered statistically significant. All procedures were performed
using R Studio software. The results showed that, per service (2.5 £ 0.2), embryo
recovery with sexed semen was 74.4% versus 38% with conventional semen. The
analysis also revealed that the amount of medium used and the percentage of

embryo recovery were low for both ranches.
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I.- INTRODUCCION

Se estima que para el afio 2050 debido al crecimiento e incremento de la poblacion
mundial los productos derivados del ganado bovino carne, lacteos, productos de
aves como el huevo y otros subproductos de diferentes animales tendran un
aumento ascendente el cual no podrian estar al alcance en la escala necesaria para
su consumo (OCDE-FAQ,2025). Por tal motivo hoy en dia se estan buscando
alternativas que ayuden a mejorar la eficiencia productiva de una explotacion
ganadera bovina donde incluyen el manejo reproductivo, alimentacion, genética,
entre otros (Baruselli et al.,, 2020). Asi mismo el uso de las biotecnologias
reproductivas se han planteado como una opcion viable para mejorar los resultados
en la productividad y mejoramiento genético. Dentro de las biotecnologias
reproductivas en el ganado bovino se encuentran: la inseminacion artificial (IA) con
semen convencional o sexado, produccion de embriones in vitro (PIVE) e in vivo,
aspiracion intrafolicular u ovum pick-up (OPU), criopreservacion de semen y
embriones, seleccion gendmica y lo mas nuevo la edicidon genética (Viana, 2024).
En este caso hablando del semen sexado (Rosete et al.,, 2022), utilizdndose en
compaiiia de tres biotecnologias mas como la superovulacion, transferencia de
embriones (MOET) y la PIVE se han obtenido resultados desde el 70 al 90% de su
eficiencia a la seleccidn de cria deseada (Ferre y Cattaneo, 2013). La utilizacion del
semen sexado en comparacion al semen convencional tiene una gran diferencia en
Su uso ya que con el semen convencional hay una probabilidad del 50:50 que la cria
sea macho u hembra (Callejas, 2013). Actualmente, el sexado de semen, sexado

de embriones han demostrado eficiencia en su uso en varios ranchos, es por ende



gue propietarios de los ranchos prefieren su uso para garantizar el sexo deseado y
las caracteristicas reproductivas deseadas (Marizancen et al., 2017), esta
tecnologia en el ganado nos abre las puertas en aprovechar el potencial que nos
brinda una hembra donadora y un macho de seleccion (Castellano, 2021). Una de
las partes fundamentales de estos trabajos es la superovulacion que consta de la
aplicaciéon de hormonas exégenas como la hormona foliculoestimulante (FSH) en
dosis de mayor a menor, en una duracion de 3 a 4 dias para tener un crecimiento

multiple de foliculos ovaricos (B6 & Mapletoft, 2020).

No obstante, hoy en dia el uso de semen sexado en la produccion de embriones por
las dos técnicas (in vivo e in vitro) han tenido resultados variables y su aplicacion no
ha sido a grande escala. Posiblemente debido a los multiples factores que se
pueden presentar como lo son: laraza, la seleccion de la donadora, la seleccion del
toro, la técnica de criopreservacion de semen, protocolo de superovulacion y el tipo
de semen (convencional o sexado). Por tal motivo el objetivo de este estudio fue
evaluar la produccion de embriones por la técnica in vivo utilizando semen

convencional y sexado con un protocolo de superovulacion en bovinos Bos Indicus.



Il.- HIPOTESIS

El uso del semen sexado en la superovulacién de donadoras B. Indicus puede ser
una alternativa viable para mejorar la produccién de embriones en comparacion al

semen convencional.

lll.- OBJETIVO GENERAL

Comparar lafertilidad entre semen sexado y convencional en donadoras Bos indicus

superovuladas en dos ranchos ubicadas en Veracruz y San Luis Potosi

IV- OBJETIVO ESPECIFICOS

e Evaluar el impacto del semen sexado en la fertilizacion y viabilidad de los
embriones recolectados

e Evaluar la produccién de embriones con semen sexado y convencional en
Bovinos B. indicus

e Determinar la cantidad de embriones producidos

e Comparar la eficiencia reproductiva que tiene el semen sexado y
convencional

e Factores que intervienen en la produccion de embriones utilizando semen

sexado.



V.- REVISION DE LITERATURA

5.1. Biotecnologias Reproductivas

Las biotecnologias reproductivas son disefiadas para ser aplicadas en el sector
pecuario con el fin de una mejora genética y la diseminacion del mismo (Maricancen
y Artunduaga, 2017). Dentro de estas biotecnologias tenemos la Inseminacion
Artificial (IA), Transferencia de Embriones (TE), Sexado de espermatozoides y
embriones, produccion in vitro, Clonacion de células somaticas y por ultimo la
Transgénesis (Ugalde, 2014), estas tecnologias fueron originadas paraincrementar

la eficiencia y rentabilidad en la produccién ganadera (Urrego y Restrepo, 2006)

5.2 Semen Sexado

En 1971 se llevo a cabo la primera conferencia internacional sobre la realizacion de
la separacion de los espermatozoides en los mamiferos (Gomez y Gémez, 2018),
en 1987 Johnson y colaboradores desarrollan una nueva técnica que permite
separar los espermatozoides con cromosomas X y Y, mediante las diferencias del
ADN entre ambas poblaciones celulares con la citometria de flujo (Angell et al.,

2000).

El uso del semen sexado de hembras es mas rentable para obtener mayor genética
y tener un mayor numero de produccion de leche (Hernandez, 2015). El control de
sexo tiene una mayor importancia en el uso con técnicas reproductivas como la

transferencia de embriones (TE) y PIVE (Oses et al., 2009).



5.3. Uso del semen sexado en programas MOET

El ganado Bos indicus y Bos taurus o la cruza de ambas representa una alta
demanda para obtener bovinos en la produccion de carne en las zonas tropicales y
subtropicales (Contreras et al., 2015). El trabajo que surge uniendo la
superovulacion y la transferencia de embriones en combinacion con el semen
sexado nos permite dar un paso mas ante la comercializacién de animales de una
buena linea genética, esta tecnologia se basa en la selecciéon de los donantes; la
hembra y macho con ciertos fines reproductivos (Oses et al., 2009) En el uso de
semen sexado en los protocolos de superovulacién se han encontrado resultados
menos favorables, en comparacion a la produccion de embriones con semen
convencional (Soares et al., 2011). Una de las principales limitaciones que
presentan las hembras donadoras de razas Bos indicus y Bos taurus, es la
deteccion del estro, donde se han creado protocolos que permiten manipular y
sincronizar el ciclo estral (Soares et al., 2011). Actualmente estudios sefialan que el
fracaso de los programas de MOET con semen sexado es bajo porcentaje de
fecundacion y no la disminucion de la calidad embrionaria, en conclusién, el semen
sexado congelado es eficiente en programas MOET, pero si se requiere el uso de 2
0 3 dosis en cada inseminacion a tiempo fijo por donante superovulada para poder
tener éxito (Sanchez, 2013). Asi mismo Argudo (2016), menciona que cuando se
utiliza semen sexado y semen convencional del mismo toro en donadoras
superovuladas se encontro diferencia en los ovocitos no fertilizados solo con semen

sexado con un porcentaje de deferencia 21.8% vs 5.3%.



5.4. Ventajas y desventajas del uso del semen sexado

El uso del semen sexado incrementa el nimero de becerras en el hato, asi como
también la disponibilidad para recria o venta. Esta tecnologia facilita que empresas
ganaderas obtengan beneficios como en la facilidad de parto y mejor produccion de
leche (Hernandez, 2015), dentro de la industria lechera su uso aumenta ya que la
posibilidad de obtener hijas hembras es de un 97% y en comparacion al semen
convencional que es un 50% hembras y 50% machos (Soto, 2021), la aplicacién del
semen sexado ha probado ser eficiente en diferentes centros de produccion en
diferentes partes del mundo (Castellano, 2021), ademas su uso en programas de
inseminacion demuestran que el porcentaje de prefiez es mas asertiva en novillas

y vaquillas entre un 50 y 55% (Marini y Galassi, 2011).

Soto (2020), menciona que el semen sexado presenta limitaciones como el bajo
porcentaje de gestacion, los resultados en campo mostraron que el semen sexado
presenta un 15% menos en la fertilidad en comparacion al semen convencional en
las mismas condiciones (Toro, 2011). Asi mismo el semen sexado tiene bajas tasas
de concepcién en vacas multiparas, lo que hace solo mas efectivo en novillas
(Marini y Galassi, 2011) o bien los resultados pueden ser variables (Berberis et al.,
2008), Otra limitante del semen sexado es el elevado costo de las pajillas en
comparacion al semen convencional siendo en ocasiones hasta tres veces mas

costoso (Ferre y Cattaneo, 2013).



5.5 Citometria de flujo en el proceso de semen sexado

Este sistema estd basado en que los espermatozoides de los mamiferos con el
cromosoma X se encuentran con mayor porcentaje que el cromosoma Y, por la
cantidad de cromatina heter6loga (ADN; Franchini et al., 2016) la diferencia de
haploides X y Y es aproximadamente (Ferre y Cattaneo, 2013) 3% (Gomez y
Gobmez, 2018) a 4 % (Ferre y Cattaneo, 2013). El semen recolectado del bovino se
incuba con un colorante que pigmenta el ADN de los espermatozoides (Oses et al.,
2009), la tincién fluorescente llamada Bisbenzimidazol Hoeschist 33342 (Toro,
2011) una vez sometida a luz laser ultravioleta se activa esta fluorescencia a mayor
pigmentacién es cromosoma X (Hernandez, 2015) y en menor cantidad de ADN es
el cromosoma Y (Lopez et al., 2001). La citometria de flujo consta de en un circuito
cerrado con mucha rapidez de flujo liqguido que organiza y analiza los
espermatozoides X y Y por microgotas (Osés et al., 2009), la pigmentacion de cada
espermatozoide se procesa mediante un software que la persona autorizada desee
seleccionar con mayor cantidad de ADN, menor o ambas al mismo tiempo
(Hernandez, 2015), las microgotas llevan por dentro su célula donde reciben cargas
eléctricas dependiendo la luminosidad de cada espermatozoides, terminando el
proceso se encuentran unas placas magnéticas donde ocurre la separacion de cada
célula espermética positiva, negativa o bien las que el software no reconozca (Toro,
2011), cada uno con su respectivo tubo colector que contiene diluyente Test- Yema,
gue mantiene con vida a los espermatozoides (Toro, 2011) hasta su posterior
congelacion (Osés et al.,, 2009) utilizandolo antes de las 24 hrs (Franchini et al.,

2016).



De un total del 100% de semen introducido el 20% corresponde a espermatozoides
X, otro 20% al Y y lo que resta que seria el 60% son espermatozoides no detectados,
sin movimiento, otras gotas sin ningun esperma, etc (Hernandez, 2015), dando asi
6 a 8 pajillas de semen para su inseminacion por hora (Filipiak et al., 2017), cada
dosis contiene aproximadamente 90% del sexo que se ha elegido para su
determinado trabajo (Castellano, 2021) no obstante puede variar entre el 87 al 95%
conforme la persona encargada del trabajo elija, la rapidez de la citometria de flujo

y las diferencias de la colecta de eyaculado por toro (Toro, 2020).

El semen sexado bovino tiene una presentacion de 0,25 ml en pajilla (Osés et al.,
2009) que contiene aproximadamente 2 millones de espermatozoides a diferencia

del semen convencional que contiene 20 millones (Toro, 2020).

1. A piexzo electric crystal is
undulated approximatel
DO, OO times,?sa-cond, wnich
breaks the Tfr“m into droplers
o at a particular point in time.
The location of the last-attacheaed
—“2; druni!l:]et in the stream is
== his

Iy controllable.
= || =

X

4l o— o—

+
R
o83 ES
g
|

— &=
e

Figura 1 Representacion de la citometria de flujo (Sexing Technologies, 2022).



5.6 Avances del semen sexado

La empresa Sexing Technologies llevo a la realidad a la comercializaciéon del semen
sexado, a principios del 2015-2017 comenz6 con una nueva tecnologia llamada
SexedULTRA 4™ iniciando con nuevos métodos de manejo y chequeo antes de su
separacion X y Y, principalmente en el medio utilizado en el momento de la
separacion, siendo esta mas inocuo impidiendo cambios en el pH y la temperatura
manteniéndolo en su totalidad de los espermatozoides (Bo et al., 2018). el semen
sexedULTRA4™ brinda un incremento en las gestaciones por vaca (Brito et al.,

2016) con un 3% de fertilidad (Sexing Technologies®, 2022).

En el 2022 nuevamente Sexing Technologies da a conocer una mas de sus
innovaciones en semen sexado nombrado UltraPlus, esta se destaca por tener
mayor tasa de concepcion gran parte se notd el resultado en vacas lecheras,
también ofrece a los productores un 3% mas de fertilidad a la tecnologia anterior
(Sexing Technologies®, 2022), esto gracias a la datos que se tomaron en cuenta
realizados en 72 lugares de trabajo, 52 toros de diferentes razas vy
aproximadamente mas de 15,000 inseminaciones en vacas, resultando una
ganancia notoria del 14% del total del inicio de la tecnologia. (Albaitaritza Genetics,

2022).

5.7 Como afecta el proceso de citometria de flujo a la calidad espermética
En el momento en el que los espermatozoides se separan sufren cambios celulares,
perjudicando la membrana celular y restringiendo la viabilidad, fecundacion,

apresurar el desarrollo de reaccion acrosomal luego de la criopreservacion



10

(Jaramillo, 2012; Toro, 2020) y asi también una tensidon mecéanica y quimica donde

afectan a los espermatozoides, trayendo consigo baja fertilidad (Toro, 2020).

En el proceso de criopreservacion del sexado de semen se ven afectado el
acrosoma, nucleo, mitocondrias, axonema, membranas plasmaticas (Toro, 2020) y
también causa una reduccion perceptible en la longevidad de la molécula del ADN
(Jaramillo, 2012), por otra parte, el cambio brusco de temperatura que pasa el
espermatozoide de 37 a 5°C genera un estrés térmico (Toro, 2020). Se ha
encontrado que los espermatozoides que pasan por estos procesos tienen la
habilidad de llegar a fecundar a consecuencia de los cambios que sufren en la

membrana plasmética (Jaramillo, 2012).

5.8. Donadoras superovuladas con semen sexado

El inicio de la ovulacion multiple o superovulacion (SO) y la TE surgi6 en los afos
70 como una biotecnologia mas dentro de la reproduccion bovina con el fin de
aumentar la capacidad reproductiva de la hembra bovina donante de embriones

(Alberio, 2013).

La superovulacién es provocar un cambio hormonal en el ovario para tener un
incremento en cantidad de foliculos que se llegaran a producir en el estro de la vaca
donadora (Fernando y Céceres, 2011), mediante la aplicacibn exdégena de
gonadotropinas(Mogollon y Burla, 2013). Las gonadotropinas mas utilizadas en
vacas para su ovulacion mdaltiple son: Hormona Foliculo Estimulante (FSH),
Gonadotropina Coribnica equina (eCG;Fernando y Céaceres, 2011), Gonadotropinas

de extractos de cerda (Fernandez, 2014). La SO en vacas tiene la finalidad de
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producir una mayor cantidad de embriones en un ciclo estral, a diferencia de una
ovulacion comun (Mogollén y Burla, 2013). De esta manera estos trabajos son
disefiados especificamente en vacas de alta genética para que se obtengan un
namero mayor de crias (Fernando y Céaceres, 2011). Sin embargo, debemos saber
gue existe una variabilidad en la respuesta de los tratamientos de SO. Posiblemente
esta variabilidad se deba a factores como el tipo de tratamientos, tipo de
gonadotropina, dosis y via de aplicacidén. Asi como problemas relacionados con las
oleadas foliculares y , manejo de los animales que pudiera generar un estrés

(Mogollén y Burla, 2013).

5.9 Protocolos de superovulacion (SO)

Como ya se menciond anteriormente los tratamientos de SO consisten en utilizar
gonadotropinas con el objetivo primordial de obtener un mayor namero de foliculos
ovaricos, ovulaciones multiples y como consecuencia un numero elevado de

embriones (Naranjo et al., 2020).

Protocolos basados en FSH

Aplicados en programas comerciales, donde se observaron buenos resultados;
utilizdndolo durante 4-5 dias en 2 aplicaciones de manera decrecientes, combinada
con prostaglandinas (PGF,a) para la luteolisis y también asi mismo la GnRH para

la ovulacion (Pinto et al., 2022).
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Protocolo con eCG (Gonadotropina Corionica Equina)
El uso de esta hormona en el ganado bovino es de una sola aplicacién con funcién
de FSH y LH, a una dosis de 2000-2500 Ul normalmente en el dia 10 del ciclo estral

(Naranjo et al.,2020)

Protocolo con el uso de Progesterona + Estradiol + Gonadotropinas

La técnica que consta de la aplicacion de dispositivos intravaginales liberadores de
progesterona de manera controlada es una de las mas utilizadas para la
sincronizacion del ciclo estral, inducir el estro y controlar la ovulacion de las vacas,
permitiendo controlar la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Chenault et
al., 2003). La combinacion de estas hormonas en el protocolo de SO permite el
control y sincronia de una nueva oleada folicular en cualquier etapa del ciclo estral
de la hembra donadora. La base de este protocolo inicia utilizando un dispositivo
intravaginal de liberacion de progesterona (DIV), que tiene como finalidad provocar
la fase IUtea e iniciar con una nueva oleada folicular. Asi mismo, el estradiol permite
la regresion del foliculo dominante, iniciando una nueva oleada (Martinez et al.,
2007). Una vez sincronizada la onda folicular de 3 a 5 dias después, se da inicio la
SO con FSH de mayor a menor dosis al momento de la aplicacion provocando
multiples foliculos, la aplicacion de PGF,a es usada también para la luteolisis en el

dia 7 de haber iniciado el protocolo. El DIV es retirado en el dia 7 (Son et al., 2007).

5.9.1 Superovulacién tradicional o convencional (fase media lUtea)
Para la produccion de embriones consta de la aplicacion de hormonas
gonadotropicas (Romo, 2015), donde se administran entre 6 a 7 aplicaciones de

manera descendente (Mogollén y Burla, 2013) en intervalos de 12 hrs durante tres
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a cuatro dias consecutivos (Argudo et al., 2022) la gonadotropina mas usada es la
FSH (Mogollén y Burla, 2013), la hembra bovina es inseminada con semen bovino
convencional, sexado o bien la monta natural asi al aplicar hormonas tenemos como
respuesta un mayor numero de embriones (Romo, 2015)

El uso de semen sexado con la Transferencia de Embriones y la superovulacion,
han tenido un mayor uso en trabajos realizados para tener hijas de alto valor
genético versus con semen no sexado (Osés et al., 2009). la Transferencia de
embriones por Ovulacion Multiple (MOET) logran alcanzar 5 o 6 embriones por
recoleccion y de 5 a 7 trabajos por donadora al afio con una concepcion del 50% al
60% dando un total aproximado de 20 a 24 nacimientos por una donadora con un
valor genético garantizado (Mellisho, 2014)

La calidad de los embriones con el uso del semen sexado es menor a diferencia al
semen no sexado se deben a algunos factores como a la dosis espermatica, la
capacidad de fecundacion, ovulaciones, lavado, tiempo, etc (Sanchez, 2013). La
eficiencia de este trabajo se basa en su genética, en las condiciones ovéricas,
tratamientos que se utilizan para las donadoras antes de su trabajo y el programa

de superovulacion, etc (Jiménez, 2009).

5.9.2 Técnicas de recoleccion de embriones

Estos son recolectados mediante una técnica no quirurgica (Fernandez, 2014), por
medio de un lavado uterino que se realiza en el dia 7 (Hansen, 2020) ya que es el
momento Optimo para la recoleccion de embriones con un 90% de efectividad, en la
etapa en el que embrion esta en la etapa morula tardia y blastocistos (Niemann et

al., 1998), donde se utiliza un catéter tipo Foley de 2 vias, consta de una entrada
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para llenar de aire o liquido a la parte inflable cerca de la punta que impide el paso
del liquido a utilizar, 1) la primera via entrada de liquido, 2) para la salida del liquido
con los embriones que se centran en un filtro (Ferndndez, 2014), para luego
pasarlos en una Placa de Petri cuadriculada (o con reticula) para después ser
observados en estereoscopio, se analizan las calidades y seleccionan los
embriones que seran aptos para su transferencia en fresco o congelacion y se

empajillan (Romo, 2015).
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Figura 2 Procedimiento de recoleccion de embriones (Chuga et al., 2021)

5.9.3 Técnicade evaluacion de la morfologia embrionaria
La calidad de la morfologia en los embriones in vivo es un método muy conocido en
la reproduccion bovina para conocer la calidad y viabilidad de los embriones en

trabajos de superovulacion y respectivamente transferencia de embriones,
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mediante la observacion microscopica con un estereoscopio (Manickavasagan y

Madan, 2024)

La International Embryo Tansfer Society (IETS) propone que la evaluacion
morfologica se realice en el dia 7 y 8 post-fecundacion, en el estadio de moérula o
blastocisto momento ideal para observar el estado de desarrollo y calidad del
embrion (ARBiotech, 2018), donde se tomaran en cuenta la simetria, forma, tamafio,
clasificacion del embridn, calidad de la zona pellcida, inclusiones citoplasmaticas,
presencia de restos citoplasmaticos y la composicion, aspecto del citoplasma

(Jahnke et al., 2017).
Etapas de desarrollo de embriones transferibles:

e Owulo (etapa 1 IETS): Estructura no fertilizada. .

e Estructura de 2-12 células (etapa 2 IETS): ovulo fertilizado y dividido,
contiene menos a 16 células.

e Morulatemprana (etapa 3 IETS): embrion con 16 o mas células, blastomeros
aun sin compactarse.

e Morula compacta (etapa 4 IETS): embrién con una masa celular compactada,
sin la presencia del blastocele.

e Blastocisto temprano (etapa 5 IETS): embridn que ha formado un pequefio
blastocele ocupando menos de la mitad de la zona pelucida.

e Blastocisto maduro (etapa 6 IETS): embridn con un blastocele desarrollado,

comenzando se expandir, con una masa celular mas compactada.
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e Blastocisto expandido (etapa 7 IETS): Estructura con un blastocele
totalmente desarrollado, ocupando casi todo el espacio de la zona pellcida,
provocando que esta se comience a adelgazar.

e Blastocisto eclosionado (etapa 8 IETS): Embrion que ha roto la zona pellcida
para continuar su desarrollo.

e Blastocisto expandido eclosionado (etapa 9 IETS): embrion roto, circular a
ovoide y tamafio aun mas diferente al resto. Conforme van pasando los dias

se van alargando mas.

Las calidades de los embriones basadas en al IETS de 1 al 4:

1. Excelente o bueno: la masa es equilibrada y redonda con blastémeros
individuales definidos, buen tamafio, buena coloracion y densidad. Defectos
minimos y con un 85% de la masa embrionaria intacta y viable, la zona
pelicida debe ser lisa, no debe ser concavas o plana. Aptos para su
comercio internacional.

2. Regular: Irregularidades menores en la forma de la masa embrionaria,
tamafio, coloracion y densidad en las células individuales. Un 50% de la
masa debe ser intacta y viable.

3. Mala: anomalias importantes de la masa del embrién tamafio, tonalidad y
densidad del embridn, 25% de la masa celular intacta, presenta poca
viabilidad para su transferencia o congelacion.

4. Degenerado o sin fertilizar: estructuras con su totalidad de masa celular

degenerada ovulos sin fertilizar (Robertson, 2001).
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5.9.4 A qué se debe las diferencias de horas de inseminacion

El momento éptimo para la inseminacion artificial con semen sexado tiene debe ser
a las 12 a 18 hrs de la presentaciéon del estro, lo mas proximo a la ovulacion
(Villagrasa y Garcia, 2020). Garantizando mayor cantidad de espermatozoides
viables existentes en el oviducto para fecundar el ovocito y tener mayor aumento
por concepcion (Villagrasa y Garcia, 2020). Los espermatozoides del semen sexado
tienen un tiempo de corta duracion de supervivencia en el tracto uterino (Souza,

2013).

La inseminacion después de la ovulacion no es recomendable ya que producen
embriones de muy mala calidad esto debido a que se encuentran muchas pruebas
cientificas de que el tiempo de vida después de la ovulacion esta restringida de 6 a
10 horas y la vejez de los ovocitos es dafino para la calidad del embrién asimismo
puede ocurrir el envejecimiento del ovocito antes de la unién del 6vulo y el

espermatozoide (Sales et al., 2011).
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VI.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion del area de estudio y condiciones climéaticas

El trabajo presentado se llevd a cabo en dos ranchos ganaderos, el primero es “El
Edén” ubicado en Ozuluama municipio de Veracruz con una latitud norte de 21° 24’
y 22° 00’, longitud Oeste 97° 23’y 98° 10°, con 100 m. s. n. m. y el segundo “Flor
de Maria” localizado en Tampamolon, San Luis Potosi con latitud norte 21° 39’ y 21°
27’, longitud Oeste 98° 40’ y 98° 54°, altitud de 30 y 500 m. s. n. m. Ambas
producciones se encuentran en la region de la Huasteca, una zona Tropical con un
clima célido y himedo donde se presentan temperaturas promedio de 24- 26° C,

pero se llegan a alcanzar temperaturas de hasta 40° C (INEGI, 2010).

6.2 Animales experimentales
El presente trabajo se realizo durante el periodo de 2020 a 2024, donde se utilizaron
15 vacas donadoras Bos indicus, de raza Girolando, Simbrah, Sardo Negro y

cruzadas F1 de aproximadamente 3 y 5 afios en ambos ranchos.

6.2.1 Seleccion de donadoras

Las donadoras fueron seleccionadas y evaluadas mediante una revision a través de
la palpacién rectal para descartar patologias reproductivas, enfermedades
inflamatorias y evaluar su estado reproductivo, se tomo en cuenta el tamafio de los
foliculos y/o cuerpos Iuteos que presentaban las donadoras en ese momento. Las
hembras se encontraban en una condicion corporal promedio de 3 a 4, esto basado
en la escala de 1 al 5 en ganado de leche (Roche et al., 2020). Las donadoras y

receptoras deben estar en este rango de condicién corporal ya que una baja
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condicion es una gran limitante para que las donadoras respondan al tratamiento
superovulatorio, una C.C alta repercute en la cantidad y calidad de los embriones

producidos.

Para la preparacion de las donadoras y receptoras el dia que fueron revisadas y
seleccionadas se aplicaron vitaminas y minerales (Kit Adaptador Min Vit®,
Biogénesis Bagd) (Catofos®, Agrovet Market) y 315 mg de ivermectina (lvergen
platinum® 3.15, Biogénesis Bagd) como desparasitante, todo aplicada via
parenteral; ademas el ganado fue suplementado con sal mineral a libre acceso

(Microfos 12%, MNA).

Los animales estaban en un sistema extensivo o de libre pastoreo, la alimentacion
se baso en forraje verde de pastos de tipo Guinea (Panicum maximum) los cuales
son endémicos de la zona y brindan una buena oferta forrajera para la dieta del

ganado.

6.3.- Disefio experimental
Las donadoras que se trabajaron del rancho Flor de Maria fueron 7 hembras de la
raza Girolando y en el rancho el Edén se trabajaron 8 donadoras de las razas Sardo

negro, Simbrah y cruzadas F1.

6.3.1 Manejo del semen

El semen sexado que se utilizd para la produccion de los embriones es de la
empresa Sexing Technologies, congelado en pajillas de 0.25 ml, el trabajo se realizo
con el semen de 3 toros, en el rancho Flor de Maria se utilizé el toro Girolando

Rawhide, el cual fue semen sexado ultra 4M (concentracion espermatica de 4
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millones), en el Edén fueron usados el toro Lutz y Fabrice de la raza Simmental
Fleckvieh, las pajillas del toro Lutz fueron ultra 4M, el semen del toro Fabrice tenia

una concentracién espermatica de 9 millones.

El método de descongelacion para el semen se utilizé un termo descongelador el
cual se le agrego agua a una temperatura de 36° C durante 45 segundos
posteriormente se les daba unos pequefios movimientos a las pajillas para posterior
cortar y colocarlo en el aplicador para ser introducido en la vaca. El semen se analizo
en un microscopio antes de la aplicacion esto para medir la calidad, donde se

observoé que los toros ya mencionados tenian una motilidad del 65% y 50%.

6.3.2 Protocolo de superovulaciéon

El inicio del protocolo de superovulacién para las vacas donadoras en ambos
ranchos consistio en la insercion de un dispositivo intravaginal de 1 gr de
progesterona micronizada (Cronipres®, Biogénesis Bag0) mas 2 mg de benzoato
de estradiol (Bioestrogen®, Biogénesis Bago) a las 8 am como dia 0. En el dia 4 del
protocolo se inicio la aplicacion de FSH-LH a dosis por donadora de 6 -14 ml totales,
la aplicacion consistié de dosis de mayor a menor (Pluset® CALIER), iniciando la
aplicacion en dos horarios 8:00 AM y 8:00 PM, nuevamente al siguiente dia se
repitié la aplicacion a las mismas horas, para el dia 6 se continué la aplicando FSH-
LH (Pluset® CALIER) a la mismas horas am y pm para ambos ranchos pero ahora
agregando 35 mg de Dinoprost (Lutalyse® Zoetis) analogo sintético de la
prostaglandina F2 alfa para el rancho Flor de Maria y para el rancho el Edén se le
administré 750 mcg de Cloprostenol sédico (Sincroplex* Animal Care Products). En

el dia 7 como ultimo dia de la aplicacion de FSH-LH (Plused® CALIER) solo se
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administrg a las 8 am para ambos ranchos y se retiro el dispositivo a la misma hora
y se les aplicé pintura en aerosol (Reveal®, GENEX) en la base de la cola para

mejor deteccion de celo de las vacas donantes.

6.3.3 Inseminacion artificial de las donadoras

En el dia de la inseminaron de las donadoras se tomaron en cuenta muchos datos
importantes desde la disponibilidad de semen que contaban los ranchos,
disponibilidad de horario para detectar calores y el momento idéneo de la
inseminacion. En el dia 8 se inseminaron a las donadoras en el rancho Flor de Maria
se dio el primer servicio a las 14 horas, el segundo a las 24 horas y el tercero a las
30 horas después del inicio del celo y en el rancho el edén se detecto celo de las
donadoras, se inseming a las 12 horas después de iniciar celo y se le aplic6 13 mcg
de Acetato de Buserelina (Hormona Analogo de GNRH) Gonaxal® Biognesis Bago,
asi también se aplicé a rancho Flor de Maria pero alas 14 horas y en el dia 9 es la
2da inseminacion a las 24 horas para ambos ranchos nuevamente se le aplica 13
mcg de Acetato de Buserelina (Hormona Analogo de GNRH) Gonaxal® Biognesis
Bago y la tercera inseminacién es a las 30 horas después del celo. Por ultimo, el

dia 16 es la recoleccidn, transferencia o congelacion de embriones.
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Figura 3 Esquema de sincronizacion y productos hormonales utilizados en el rancho
el Edén y rancho flor de Maria, utilizandolo en hembras seleccionadas para la
produccion de embriones.

6.3.4 Recoleccion de embriones de las donadoras

En el caso del lavado para su respectiva transferencia consta de llegar a las
instalaciones del rancho junto con el laboratorio movil previamente equipado para
el trabajo. Lo primero que se hace es palpar a la vaca sentir los ovarios y ver la
respuesta que tiene, respectivamente se le aplica 5ml de lidocaina (como anestesia
epidural) dejando unos minutos a que haga efecto la anestesia, procedemos a
acomodar los materiales en una mesa y colgar la solucion Hartmann (o lactato de
Ringer) que se utiliza combinada con 1 ml de albumina, asi mismo se instala lo que
es la manguera de las dos vias con sus respectivos clanes, la primera via que se
conecta con la solucion Hartmann la cual tiene conexion hacia a la sonda Foley para

introducir el medio al utero y la segunda via esta conectada a la conexion de la
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sonda de Foley que es la via de salida del medio hacia el filtro donde queda

atrapados los embriones.

'

Medio de recoleccion

Anestesia epidural

Sonda de Foley
Filtro Flush Sure

il

Figura 4 Método de recoleccion de embriones por el MVZ. Victor Manuel Di-Bella
Rincon.

6.4.- Andlisis estadisticos

Para el analisis de los resultados se realiz6 una prueba de normalidad y
homogeneidad de varianzas a los datos. La prueba utilizada fue un ANOVA para
determinar la cantidad de embriones fertilizados, degradados o no fertilizados. El
paquete estadistico que se utilizd el programa R Studio. Las diferencias fueron

consideradas significativas a un valor de P< 0.05
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VIl.- RESULTADOS

El promedio de cuerpos luteos (CL) de las vacas donadoras Girolando por grupo fue
mayor en el grupo de inseminadas con semen sexado (13.6 CL) y para el semen
convencional fue de 6.1 CL (p <0.05). Se utilizaron 2.5+0.2 servicios de
inseminacion para los dos grupos de vacas. Mientras que la tasa de recuperacion
de embriones fue mayor en el grupo de vacas inseminadas con semen sexado
74.4% en comparacion con las vacas inseminadas con semen convencional 38%.
Lo cual afecto la cantidad de embriones obtenidos en las vacas Girolando
inseminadas con semen sexado siendo mayor que con el uso de semen

convencional (139 vs 77, respectivamente; p < 0.05).

Por otra parte, en las figuras 4 y 5 se observa la correlacion entre el porcentaje de
recuperacion de embriones del semen sexado y convencional respecto a la cantidad
de medio de lavado utilizado. Existié un coeficiente de determinacion bajo entre la
cantidad de medio con respecto al porcentaje de recuperacion tanto con semen

sexado y convencional (Fig 4 y 5; R2=0.1637 y 1616, respectivamente; p<0.05).
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Figura 5 Correlacion entre el porcentaje de recuperacion embrionaria con semen
sexado respecto a la cantidad de medio utilizado.
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Figura 6 Correlacion entre el porcentaje de recuperacién embrionaria con semen
convencional respecto a la cantidad de medio utilizado
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En el cuadro 1, se muestra los parametros reproductivos y embrionarios con uso de
semen sexado y convencional. Pudimos observar una mayor cantidad de embriones
colectados con semen sexado (p <0.05). Sin embargo, existié un mayor promedio
de embriones fértiles por vaca en vacas inseminadas con semen convencional (p
<0.05). Ademéas, aumento la cantidad de embriones no fértiles con semen sexado
(p <0.05).

Cuadro 1 Parametros reproductivos y embrionarios de vacas inseminadas con
semen sexado y convencional.

VACAS
DONADORAS EMBRIONES
Resp/vaca Cant/t_emb Fert No_fert Degen
(%) (n) (%) (%) (%)

SEXADO 86.7 1392 46.0 53.2 0.7
(n=15) (13/15) (64/139)° (74/139)? (1/139)

CONVENCIONAL 86.7 77b 61 35.1 5.2

(n=15) (13/15) 47/77)2 (27/77)° 4/77)

Donde: Resp/vaca = vacas que respondieron al tratamiento de superovulacion;
Can/t_ emb = Cantidad de embriones recolectados; Fert = porcentaje de embriones
fértiles; No.fert= porcentaje de embriones no fértiles; Degen= Porcentaje de

embriones degradados. a, b = indica diferencia estadistica.
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VIIl.- DISCUSION

La biotecnologia reproductiva bovina ha avanzado significativamente en las Gltimas
décadas, especialmente en razas adaptadas a condiciones tropicales como el
Girolando, resultado del cruzamiento entre Holstein y Gyr, disefiado para maximizar
produccion lactea y resistencia ambiental (Faria et al., 2020). En sistemas tropicales,
la produccion de embriones in vivo representa una herramienta estratégica para
mejorar la base genética, preservar lineas maternas sobresalientes y aumentar la
productividad (Mapletoft y Hasler, 2020). Sin embargo, la eficiencia de la produccion
de embriones in vivo en Girolando suele ser inferior a la observada en razas
europeas debido a diferencias fisiologicas relacionadas con el foliculo dominante, la
dinamica ovarica y la sensibilidad a tratamientos de superovulacion (Baruselli et al.,

2018).

En nuestro estudio observamos una baja correlacion independiente mente del uso
de semen sexado o convencional durante la recoleccion de vacas donadoras
Girolando con respecto a la tasa de recuperaciéon de embriones. Diversos estudios
han demostrado que un mayor volumen de medio de lavado aumenta la tasa de
recuperacion embrionaria. Por ejemplo, Pontes et al., (2010), observaron que
incrementos de 500 mL a 1,200 mL por cuerno uterino aumentan la tasa de
recuperacion de 65% a 85% en razas cebuinas. Lo cual fue similar a los porcentajes
observados en nuestra investigacion que llegaron hasta un 74.4% en vacas
inseminadas con semen sexado. Sin embargo, fue mucho menor en el grupo
convencional al ser de 38+9.4%. Mientras la cantidad de cuerpos luteos llego hasta

13.6 CL en vacas inseminadas con semen sexado. En vacas Girolando, volimenes
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de 1,000-1,500 mL se correlacionan con una mayor eficiencia en hembras con mas
de 10 cuerpos lateos (Vieira et al., 2018). Se ha determinado que el lavado uterino
€S una etapa determinante para la recuperacion embrionaria y se ha sefialado que
el volumen debe ajustarse segun el tamafio uterino y la respuesta ovulatoria,
indicando una correlacion positiva lineal hasta aproximadamente 2 L, después del
cual los beneficios se estabilizan Mapletoft y Hasler (2020). Sin embargo, en nuestro
estudio no observamos diferencias significativas debido a que los rangos de lavado

en los dos grupos de vacas donadoras fueron en promedio de 1.8 L por vaca.

La tasa de fertilizacion fue 46% para los embriones sexados y un 61% para los
embriones producidos mediante semen convencional, lo cual concuerda con los
resultados descritos por Mapletoft y Hasler, (2020) quienes mencionan que
mediante el uso de semen convencional las tasas de fertilizacion son mayores (65—
85%). Referente a la tasa de embriones fértiles se ha mencionado que con el uso
de semen sexado se reduce entre un 20% y 40% la tasa de embriones viables en
in vivo (Seidel, 2014). Lo cual esta dentro de los rangos que obtuvimos en nuestra
investigacion que fue de 46% con semen sexado. En nuestra investigacion se
realizaron 2.5+0.2 servicios de inseminacién para los dos grupos de vacas. En este
sentido, se ha mencionado que la fertilizacion 6éptima requiere al menos dos

inseminaciones con intervalos cortos (B6 y Mapletoft, 2014).
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IX.- CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que el uso
de semen sexado en la produccién de embriones in vivo (método de superovulacion)
representa una alternativa viable, a pesar de presentar una menor tasa de
fertilizacion en comparacién del semen convencional.

La técnica de superovulacion y transferencia de embriones (MOET) combinada con
el uso del semen sexado han demostrado ser una gran herramienta en los
programas de mejoramiento genético, logrando rapidamente la multiplicacion
genética y siendo utilizado principalmente para la produccion de hembras de

reemplazo o machos reproductores.
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