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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en la empresa EMBRIOCEN, ubicada en el municipio de
Danli, departamento de El Paraiso, Honduras, con el objetivo de desarrollar las diferentes
actividades relacionadas a la implementacion de la transferencia de embriones en
bovinos. Se trabajé con un numero de 15 vacas donadoras de las razas gyr, brahméan y
guzerat, de las cuales 11 fueron brahman, 3 gyr, 1 guzerat y 39 hembras receptoras
encastadas (pardo/brahman, holstein/brahman). La alimentacion tanto de las hembras
donadoras y receptoras es acorde a los pastos e insumos existentes en la finca. EIl proceso
de transferencia de embriones fue realizado por una persona experta en el &rea de manera
que permitio obtener los mejores resultados. Entre 35 a 40 dias post transferencia de los
embriones a las vacas receptoras se realizé un primer diagndéstico y entre los 70 a 75 dias
post transferencia de los embriones se realizd el segundo y ultimo diagnostico de
gestacion para poder determinar la cantidad de embriones implantados descartando
cualquier tipo de perdida en este transcurso de tiempo. Las variables evaluadas fueron:
Actividades de manejo y preparacion de donadoras y receptoras, porcentaje de embriones
implantados (%EI) y protocolos y procedimientos de laboratorio. Los resultados
obtenidos muestran que el porcentaje de embriones implantados fue de un 46.66%,
ademas de que el manejo y preparacion tanto de las vacas donadoras y receptoras es de
vital importancia para lograr el éxito de la implementacién de la técnica. Segun los
resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que la empresa EMBRIOCEN
tiene una eficiencia reproductiva aceptable ya que los porcentajes de embriones

implantados se encuentran en un valor intermedio en comparacion a otras investigaciones.

Palabras claves: Embriones, receptoras, donadoras, transferencia, FIV.



l. INTRODUCCION

La reproduccidon es el sostén de la produccion animal por ello, se han desarrollado y
perfeccionado diversas técnicas de reproduccion asistida como la transferencia de
embriones. Gracias a esto es posible incrementar el rendimiento econémico de las
explotaciones al permitir obtener un gran nimero de crias de animales genéticamente
superiores. Asimismo, mover embriones parece ser, desde el punto de vista sanitario, la

forma mas segura de transportar material genético (Gascon, 2021).

La transferencia de embriones en bovinos es una biotecnologia que permite poder
recolectar embriones de una hembra donante y transferirlos a las receptoras con el fin de
completar el periodo de gestacion. Tiene gran importancia en el mejoramiento genético
porque acelera y confiere mayor precision en el proceso de seleccién animal, aparte de

lograr animales genéticamente superiores (Britos et al., 2020).

La implementacion de las técnicas reproductivas y especificamente la transferencia de
embriones es muy importante para los ganaderos, ya que permite que sus hatos mejoren
genéticamente de una manera mas rapida, logrando obtener mejores rendimientos tanto
productivos como reproductivos. Por ende, este trabajo tiene como objetivo desarrollar
las diferentes actividades relacionadas a la implementacion de la transferencia de

embriones en bovino de la empresa EMBRIOCEN, Danli, El paraiso.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar las diferentes actividades relacionadas a la implementacion de la transferencia

de embriones en bovino de la empresa EMBRIOCEN, Danli, El paraiso.

2.2 Obijetivos especificos

Participar en cada una de las actividades de manejo y preparacion de las hembras

utilizadas como donantes y receptoras en el proceso de transferencia de embriones.

Determinar el porcentaje de embriones implantados en las hembras sometidas a la técnica

reproductiva.

Conocer el procedimiento y protocolos a desarrollar en el laboratorio sobre la técnica de

transferencia de embriones.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1 Biotecnologias de la reproduccion

La biotecnologia ha adquirido cada vez mas importancia en las Ultimas décadas,
facilitando rapidos avances en programas de mejora genética como lo es la transferencia
de embriones. La cual consiste en la colecta de embriones a través de una hembra donante
y transferidos a otra hembra receptora la cual servird como madre sustituta durante todo
el proceso de gestacion (Brenes, 2014).

Las biotecnologias ganaderas han contribuido en el aumento de la productividad y el
desarrollo del sector agropecuario. Con respecto a la reproduccion animal, la
Inseminacion Artificial (1A) ha sido quizés la biotecnologia ganadera utilizada en mayor
medida, particularmente en combinacién con la criopreservacion y ha permitido un
mejoramiento genético significativo centrado en la productividad, asi como la difusion
mundial de germoplasma masculino escogido. Tecnologias complementarias como la
sincronizacién del estro y el sexado de semen pueden mejorar la eficacia de la IA
(Betancourth y Gutiérrez, 2011).

3.2 Transferencia de embriones

La transferencia de embriones es una técnica implementada en los programas de
mejoramiento genético bovino para obtener un mayor nimero de crias de donadoras de
alto valor, mediante la cual los embriones (6vulos fertilizados) son colectados del cuerno
uterino de la hembra antes de la nidacion (donadora) y transferidos al cuerno uterino de

otras hembras para completar su gestacion (receptoras) (Aguirre et al., 2013).



3.2.1 Ventajas y desventajas de la TE

Las aplicaciones mas comunes de la transferencia de embriones en ganado bovino se
encuentran: Aumentar la cantidad de crias que pueden obtenerse de hembras
genéticamente superiores, propagar donadoras que fisicamente no pueden reproducirse,
optimizar el uso de semen de gran valor, transportar material genético con facilidad a
través de grandes distancias y fronteras, ayudar en la aclimatacion de ciertas razas a
diversos ambientes, desarrollar un hato de manera réapida, controlar la transmision de
enfermedades, facilitar la comercializacion de material genético, diagnosticar fallas
reproductivas en vacas donadoras y por ultimo auxiliar en pruebas de progenie (Romo,
1993).

Los beneficios que ofrece la transferencia de embriones, también tiene algunas
desventajas que limitan el uso de esta técnica, como son las siguientes: Es relativamente
costosa y de baja eficiencia, requiere de tiempo, las donadoras y receptoras deben ser
animales reproductivamente sanos, las donadoras deben ser de calidad superior ya que el
transferencia de embriones por si mismo no mejora la calidad genética, puede crear una
saturacion del mercado y por lo tanto disminuir los precios del ganado genéticamente

superior (Gonzales, 2024).

3.2.2 Protocolos de transferencia de embriones
La transferencia de embriones tiene 2 protocolos. Hay uno en fresco o in vivo, donde los
embriones se extraen de las donantes 7 dias después de la fertilizacion. Mientras que el

proceso in vitro se obtienen los ovocitos que son fecundados en el laboratorio y luego se

vuelven a introducir en la receptora (Contexto ganadero, 2017).

3.221 Protocolo in vivo

a. Seleccidon de donadoras



La seleccion de la hembra donante suele basarse en datos genealdgicos y productivos.
También se presta especial atencion al hecho de que provenga de lineas fértiles, que
tengan ciclos estrales normales, que no evidencien patologias uterinas, ni antecedentes de
distocia y retencion de placenta. En cuanto al aspecto sanitario debe contar con su plan
de vacunacion, desparasitacion y que no presenten enfermedades reproductivas (Rizzo,
2023).

Las hembras donantes deben encontrarse en un rango de CC de 3.0 a 4.0 en el caso de
bovinos de leche. En cuanto a las vacas posparto, se necesita de dos a cuatro meses
después del nacimiento del ternero para ser seleccionadas. Para seleccionar a novillas

estas deben tener un peso vivo de al menos 350kg (Rizzo, 2023).

e Superovulacion d¢e vacas donadoras

El primer paso en la implementacion de un programa de STE es aumentar la tasa de
ovulacion de las hembras donantes. Para ello se utilizan gonadotropinas, especialmente
la aplicacion de hormonas en forma decreciente (FSH). Aplicacion de implantes de
progesteronas (sincronizar el inicio de la onda folicular e iniciar la multiovulacion). Ya
cumplido el tiempo de la superovulacién se continua con la inseminacion artificial donde
se selecciona las reproductoras adecuadas para la zona y el semen debe ser de alta calidad
genética y de alta fertilidad (INIA 2014).

e Inseminacidn artificial

En la transferencia embrionaria normalmente se fecunda la vaca donante por
inseminacion artificial (IA), ya que los niveles de calidad y precision requeridos
dificilmente se pueden conseguir con monta natural. La IA se debe realizar a las doce
horas del comienzo del celo inducido, siendo interesante efectuar una segunda
inseminacion a las doce horas de la primera. La deposicion del semen es por via
trascervical (método americano), en los cuernos uterinos cerca del utero (Gonsalvez
1994).



e Coleccion de embriones

La colecta de embriones se hace al dia 7 después de la primera I.A. de la vaca donadora,
mediante un lavado uterino transcervical. En este momento se puede encontrar embriones
en estadios de mérula y blastocisto, estos son mas estables que los demas estadios, lo que
hace posible que sean transferidos directamente (transferencia en fresco) o que resistan a

actividades como la congelacién y micromanipulacién (Humeco, 2018).

b. Seleccion de receptoras

La receptora ideal es una vaca joven, libre de enfermedades, de probada fertilidad y
habilidad materna. Ademas, debe tener un tamafio adecuado para no presentar problemas
al parto. Aunque la raza no es un factor importante, generalmente se acepta que las vacas
cruzadas tienen mayor fertilidad. Es recomendable que la hembra que cumple el papel de
receptora haya tenido por lo menos dos o tres partos y contar con mas de 80 dias posparto.
(Uniodn ganadero, 2023).

e Sincronizacidn de receptoras

Las hembras donantes superovuladas proporcionan en promedio entre 6 y 7 embriones
transferibles. Esto implica que hay que preparar al menos a siete hembras receptoras. En
consecuencia, hay que palpar a un numero suficiente hasta identificar siete con CL
activos. Si existen dudas debe confirmarse la presencia de CL mediante ecografia (Garcia,
2020).

El objetivo es maximizar la supervivencia del embrion, para ello resulta necesario que el
ambiente uterino de la receptora sea muy similar al de la donante (Fuentes, 2015). Si la
disponibilidad de estas es muy alta, es probable que los animales en celo en un dia
determinado sean suficientes para los embriones producidos en ese momento. Esto no es
lo més frecuente. Por ello, es necesario controlar la etapa del ciclo estral para lograr una

sincronizacién aceptable entre donantes y receptoras (Garcia, 2020).



3.2.2.2  Protocolo in vitro (Laboratorio)

El proceso in vitro se obtienen los ovocitos que son fecundados en el laboratorio y luego
se vuelven a introducir en la receptora. En este proceso se hace una aspiracion folicular
por medio de una sonda ecogréafica de los 6vulos, estos se llevan a un laboratorio donde
son evaluados y alli mismo se fecundan. En la produccion in vitro se puede trabajar con

semen sexado con mayor facilidad que en fresco (Contexto ganadero, 2017).

La produccion in vitro de embriones es un objetivo valioso del desarrollo de la
biotecnologia como base para otras biotecnologias, ya que aseguran una alta tasa de
prefiez cuando son transferidos a hembras receptoras, obteniéndose el nacimiento de crias
saludables, al igual para la multiplicacion in vitro de lineas de animales genéticamente

superiores (Fernandez et al., 2007).

a. Coleccion y seleccion de ovocitos de vacas donadoras

Los ovocitos bovinos se obtienen de dos maneras: la primera es a partir de ovarios de
hembras sacrificadas en rastro a los que se les aspira los foliculos con didmetro de 3 a 6
mm. La segunda es a partir de hembras vivas mediante la aspiracion transvaginal guiada
por ultrasonido de los ovaricos. La mayor parte de los ovocitos obtenidos tras la
aspiracion folicular sufre atresia, por ello es necesario evaluar su calidad antes de usarlos
para maduracion in vitro. Pues solo algunos tienen la capacidad de ser fecundados y

soportar el desarrollo embrionario (Herradon et al., 2007).

La seleccidn de ovocitos se toma en cuenta tres criterios: didmetro de los ovocitos, aspecto
de su citoplasma y las caracteristicas de las células del cumulus oophorus que los rodea.
El diametro determina la capacidad para madurar, si se tiene un ovocito menor a 110 pm
se dice que esta en fase de crecimiento y no tiene capacidad para madurar (Stojkovic et
al., 2001). Por otro lado, los ovocitos con citoplasma oscuro muestran acumulacién de
lipidos y tienen buena potencia para el desarrollo, contrario a los tienen citoplasma palido
(Momozawa y Fukuda, 1995).



Los ovocitos cuando el citoplasma es negro estan viejos y tienen muy bajo potencial para
el desarrollo, por su parte los ovocitos rodeados por un cumulo compacto formado por
varias capas de células tienen mayores porcentajes de maduracion, fecundacion y
desarrollo hasta blastocitos, que los que carecen de cumulo o estan rodeados solamente

por la corona radiada (Martinez, 2013).

b. Maduracion de ovocitos

La maduracién in vitro constituye una etapa decisiva en el proceso de produccion in vitro
de embriones. Cuando la maduracion se produce en condiciones desfavorables se
bloguean la meiosis y la fecundacion, pero cuando solo presenta pequefias fallas sus
efectos se manifiestan hasta la division, la formacion de blastocisto o después de la
implantacion (Herradon et al., 2007). Los ovocitos bovinos madurados in vitro o in vivo
tiene similares tasas de maduracion. Aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros
madurados in vitro alcanzan la etapa de metafase Il y expulsan el primer cuerpo polar 16

a 24 h después de iniciada la maduracion (Farin et al., 2001).

¢. Fecundacion de ovocitos maduros

En esta fase se realizan tres actividades importantes: la seleccion de ovocitos segin su
calidad, deben presentar un citoplasma homogéneo y un corpusculo polar comprimido; la
segunda actividad es la seleccion de espermatozoides segun la viabilidad que presenten y

finalmente se realizaréa la fertilizacion (Crespo y Guaman, 2015).

Los espermatozoides que se requieran para fecundar deben estar vivos y mdviles durante
un periodo de 6 a 24 horas, luego de un proceso de seleccién y capacitacion espermatica
gue nos permita a su vez deshacernos de componentes del plasma seminal, crioprotectores
y espermatozoides muertos o con escasa Vitalidad. Luego de la maduracion ovocitaria

estos son cultivados con los espermatozoides en medios especiales y en un ambiente



controlado por estufas de cultivo por un tiempo comprendido de entre 5 a 24 horas

dependiendo del protocolo (Sanchez, 2023).

d. Cultivo de embriones

Para obtener un buen cultivo de embriones es esencial conocer los medios de cultivo que
de acuerdo a sus caracteristicas se clasifican en tres categorias: indefinidos, cuando se
utiliza suero y cocultivo con células somaticas; semidefinidos, cuando se omite el
cocultivo y el suero se reemplaza por albimina sérica y definidos, cuando el suero se
reemplaza por macromoléculas como el polivinilo alcohol o el polivinil pirrolidona. A
pesar del progreso logrado en los Gltimos afios en la técnica de produccién in vitro, el
porcentaje de ovocitos capaces de transformarse en embriones transferibles se ha
mantenido entre el 30 y 40% (Herradén et al., 2007).

3.3 Factores que influyen en los programas de transferencia de embriones

3.3.1 Factor nutricional

En el aspecto nutricional la condicién corporal 6ptima de las vacas es importante, lo cual
permitira obtener resultados efectivos, en el ganado de carne la condicion corporal debe
ser de 5 a 6 y en el ganado lechero de 2.5 a 3, una vaca muy gorda acumula demasiada
grasa subcutanea y alrededor de los ovarios lo que afecta las hormonas utilizadas. El
estado nutricional de la vaca donante afecta la tasa de ovulacion y fecundacion como la
viabilidad de los embriones. El estado nutricional de las vacas receptoras es menos critico

que las donantes; pero no menos importante (Sanchez, 2023).

3.3.2 Factor raza

Las razas cebuinas (Bos inducus) necesitan menor cantidad o dosis de hormonas como la
FSH que las razas europeas (Bos taurus). Las razas europeas tienen menor respuesta en
la recuperacion de embriones después del protocolo de sUper ovulacion en comparacion

con las razas cebuinas. Por otro lado, hay beneficios en las vacas lecheras por su docilidad



debido a que estas estan en mayor contacto con las personas en cambio las de carne estan
menos acostumbradas al manejo y no son tan dociles siendo sensibles al estrés
(Hernandez, 2023).

3.33 Factor edad

La edad tiene un efecto en las vacas receptoras a los programas de T.E. usando
vaquillonas como receptoras se obtiene una mayor tasa de prefiez, en comparacion a las
vacas adultas; por otra parte, estas pueden presentar problemas de manejo durante la
gestacion, el parto y la lactancia. Las vacas donadoras responden con mayor facilidad a
los tratamientos de superovulacion con FSH cuando estan jovenes, esto al relacionarlo
con la raza, se puede decir que, entre mas joven la donadora y mas sangre de Bos indicus
recibird menor cantidad de FSH (Moreno, 2004).

3.34 Factor clima

El bovino que no esté en las condiciones climaticas 6ptimas, sera dificil que produzca una
cantidad rentable de embriones, asi se use el mejor protocolo, este bien de nutricion y se
le dé un excelente manejo. La vaca gastara mucha energia en adaptarse al medio ambiente
y no tendré energia para sus funciones reproductivas. Ademas, el metabolismo de las
vacas se descontrola, lo que causa un estrés afectando negativamente la produccién de

embriones y ovocitos (Contexto ganadero, 2023).

3.35 Otros factores

La calidad influye claramente en el resultado de la transferencia, independientemente de
que los embriones sean frescos, criopreservados, micromanipulados y/o producidos in
vitro. La congelacion afecta la viabilidad de los embriones producidos in vivo, no
obstante, como las diferencias no son sustanciales se compensan con las ventajas que la
técnica trae aparejada. La viabilidad post transferencia de los embriones producidos in

vitro y micromanipulados es marcadamente inferior a la de los embriones producidos in



vivo, tales diferencias se acrecientan cuando dichos embriones son criopreservados
(Cutini et al., 2000).



4.1 Localizacion

La préctica se realizé en la empresa EMBRIOCEN, ubicada en el municipio de Danli,
departamento de El Paraiso, Honduras, con coordenadas de 14.013699° N, 86.565776°
O. Con una precipitacion anual de 1.200 mm y una humedad relativa del 74%. La finca
se encuentra a una altura sobre el nivel del mar de 814 m y con temperaturas que varian

en el transcurso del afo, la temperatura generalmente varia de 16°C a 31° (Google 2025).

V.

4.2 Materiales y equipo

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron los siguientes materiales y equipo:

Cuadro 1. Materiales y equipos utilizados en la investigacion

Finca Laboratorio
Guantes de palpacion | Placas de Petri Platina Gorro
Ecdgrafo CO2 Gradilla de acero Gabacha

Libreta de palpacion

Libreta de OPU

Estereoscopio

Congeladora

Pistola intravaginal | Filtros Micropipetas Cajas
Guantes de latex Puntas de | Colador
micropipetas

Probe Micropipeta Camara de flujo Nitrégeno
Succionador de | Puntas de | Centrifuga Autoclave
ovocitos micropipeta
Tubos de ensayo de | Medio de lavado Horno Pajilla
50 ml

Medio de transporte | CO2 Marcador




Catéter de Foley Pipeta Pasteur Placas de Petri Cryo A/By
C
Guia Bigro Libreta de FIV Isopos
Aguja de aspiracion | Transportadora Alcohol al 70% Lacradores
Camisa des congeladora Zapatos de
laboratorio
Bateria Pistola de | Mascarilla
transferencia
Extension Fundas Toallas
Platina Toallas Gradilla de plastico
Gradilla de acero Tijera Refrigeradora
Estereoscopio Pinzas Jabon desinfectante

4.3 Método

La presente investigacion se llevd a cabo durante los meses de septiembre, octubre,
noviembre y diciembre del afio 2024, con una duracion de 600 horas laborales, realizando
un acompafiamiento técnico en la implementacion de la técnica de transferencia de
embriones en bovinos, para lo cual fue necesario el involucramiento en todas las
actividades relacionadas al manejo de las hembras donadoras y receptoras, asi como
participar en los diferentes procedimientos realizados en laboratorio. Se utilizaron los

métodos observacional, cuantitativo, participativo y descriptivo, ya que se realizo el

levantamiento a diario de informacion y posteriormente se tabulo dichos datos.

4.4 Desarrollo de la practica

441 Animales

Se trabajé con 15 bovinos de las razas gyr, brahman y guzerat, de las cuales 11 fueron
brahman, 3 gyr, 1 guzerat y animales encastados (receptoras). Para la seleccion de las
vacas donadoras se tomaron criterios como: edad, peso (400-500 kg), historial productivo,

reproductivo y sanitario, valor en el mercado, libre de enfermedades y calidad genética.




En el caso de las vacas receptoras, se utilizaron vacas encastadas (pardo/brahman,
holstein/brahman), con una condicién corporal correcta, habilidad materna, con buen
historial productivo y reproductivo, libre de enfermedades y con edad de 2.5-8 afios.

4.4.2 Manejo y alimentacion

La alimentacion de las hembras donadoras y receptoras es acorde a los pastos e insumos
existentes en la finca, donde las donadoras pastorean durante el dia en potreros sembrados
con pasto Brachiaria decumbens, luego por las noches son trasladadas a los corrales y se
les suministra una suplementacién a base de concentrado (Vitalechero 22% de proteina),
por otra parte, las donadoras que son destinadas a feria se mantienen en un sistema
completamente estabuladas y con una alimentacion del 80% de heno y 20% concentrado
(Alianza). En el caso de las hembras receptoras se mantienen durante el dia en potreros
de pasto Brachiaria decumbens y en las noches se les proporciona una racién de silo (30
a 40 Ibs), concentrado (10 Ibs) y heno, (30 a 40 Ibs).

443 Transferencia de embriones

Este proceso fue realizado por una persona experta en el area de manera que permitié
obtener los mejores resultados. En primera instancia se realiz6 como base principal una
palpacion de las receptoras previo a la transferencia, esto con el objetivo de verificar que
las hembras se encontraran en perfectas condiciones para el procedimiento, se tomaron
en cuenta parametros como: cervix con tamafio correcto sin torcedura, Gtero que este en
una tonalidad flexible y ovarios que presenten la estructura de cuerpo luteo funcional en

grado 1, grado 2 y grado 3.

Posterior al diagndstico, se limpia la vulva con agua limpia de la hembra receptora que
cumple los requisitos y se le aplica 3 ml de anestesia (pisacaina 2%) en el sacrocoxigea,
se espera un minuto y una vez que la cola esta inmovilizada se procede a desinfectar los
materiales a utilizar y se colocan las fundas en posicion listas para empacar el embrion.

Se empaca el embrion lo mas rapido posible y se le pasa al transferidor, donde realizara



con sumo cuidado el procedimiento hasta depositar el embrion en el lado del cuerno

donde se encontrd el cuerpo lateo funcional.

4.4.4 Diagnostico de gestacion

Entre 35 a 40 dias post transferencia de los embriones a las vacas receptoras se realiz6 un
primer diagndstico de gestacion con el objetivo de conocer la cantidad de embriones que
quedaron implantados, para llevar a cabo esta actividad se hizo uso de un ecografo easy-
scan con una resolucion pixeles de 480 vertical x 640 horizontal. Entre los 70 a 75 dias
post transferencia de los embriones se realiz6 el segundo y Ultimo diagndstico de
gestaciéon para poder determinar la cantidad de embriones implantados descartando

cualquier tipo de pérdida en este transcurso de tiempo.

4.4.5 Recoleccion y tabulacion de datos
Se realizé la recoleccidn diaria de datos, para lo cual fue necesario el involucramiento en
todas las actividades relacionadas al proceso de transferencia de embriones. Para

mantener un mejor control de la informacion se tabularon en una hoja de Excel,

permitiendo de esta manera generar un analisis mas preciso y confiable.

4.5 Variables evaluadas

45.1 Actividades de manejo y preparacion de donadoras y receptoras
Se conocid cada una de las practicas de manejo y preparacion de las hembras donadoras

y receptoras y se participé en cada una de las actividades que se desarrollaron durante

toda la etapa.

452 Porcentaje de embriones implantados (%6EI)

Para estimar el porcentaje entre los embriones transferidos (ET) y los implantados (EI) se

utilizo la siguiente formula:



%EI E 100
= — %k
0 E

45.3 Protocolos y procedimientos de laboratorio

Ademas de participar en las actividades de campo, también se involucro en las distintas
actividades desarrolladas a nivel de laboratorio, esto permitio conocer todos los

protocolos y procedimientos que se llevaron a cabo en esta etapa.



V.

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Actividades de manejo y preparacion de donadoras y receptoras

5.1.1

Hembras receptoras

Para la preparacion de las hembras receptoras se les aplica un protocolo de tonificacion

previo a la iniciacién del trabajo, se selecciond un grupo de vacas vacias que presentaron

caracteristicas como: habilidad materna, libre de enfermedades, buen historial productivo,

reproductivo y sanitario. Se les aplico el siguiente protocolo de tonificacion:

Cuadro 2. Protocolo de tonificacidn de las vacas receptoras antes de la transferencia

Descripcion Dosificacion (ml) | Dia0 Dia 8 Dia 16 | Dia24
Multimineral (OLIVITASAN, | 10ml /cada animal | 10ml 10ml
LIVHISAN O FORTEMAX)

Vitamina ADE3, VIGANTOL | 5ml /cada animal 5ml

B12+Fosforo (CATOSAL) 20ml /por vaca 20ml 20ml

Livanal 10ml /cada animal | 10ml 10ml

Sales minerales

Livitum 100gr/vaca por dia

Para el trabajo de sincronizacion de las hembras receptoras estas pasan por el

procedimiento de palpacion, si cumple los estandares correctamente entra al trabajo de

transferencia, debiendo contar con un cérvix sin dafio o torcedura, un Gtero flexible y

ovarios con estructuras de foliculos grado dos y tres, asi como cuerpos luteos de grado

uno, dos, tres. Se seleccionaron y sincronizaron 39 vacas receptoras aptas, a las cuales se

les aplico el siguiente protocolo de sincronizacion:




Cuadro 3. Protocolo de sincronizacion de vacas receptoras

estradiol

prostaglandina

Insercion del DIB
(PRO CICLAR)

1ml de cipionato de
estradiol

1.5ml

gonadotropina
corionica equina

de

Dia0 Dia 8 Dia 10 Dia 18
Imi de | Retiro del DIB OPU TE
prostaglandina

2ml de benzoato de | 1ml de

5.1.2

Hembras donadoras

Para la preparacion de las hembras donadoras se les aplica un protocolo de tonificacion

previo a la iniciacién del trabajo de aspiracion folicular y después de la OPU, en este se

seleccionaron un grupo de vacas vacias y prefiadas con dos meses de gestacion maximo

que presentaron caracteristicas como: buen historial productivo, reproductivo y sanitario,

valor en el mercado, libre de enfermedades y calidad genética. Se les aplico el siguiente

protocolo de tonificacion:

Cuadro 4. Protocolo de tonificacion de vacas donadoras antes y después de la OPU

Descripcion Dosificacion Dia0 | Dia8 | Dia Dia 8 dias
(ml) 16 24 después
de la
OPU
Multimineral 10ml /cada | 10ml 10ml | 10ml
(OLIVITASAN, animal
LIVHISAN O
FORTEMAX)
Vitamina ADE3, | 5ml /cada animal 5ml
VIGANTOL
B12+Fosforo (CATOSAL) | 20ml /por vaca 20ml | 20ml | 20ml
Livanal 10ml /cada | 10ml | 10ml | 10ml
animal
Sales minerales Livitum 100gr/vaca por dia




La aspiracion de las vacas donadoras se realiza el dia 10 del protocolo de sincronizacion,
en la cual se seleccionaron 15 donadoras previamente palpadas de la raza brahmén, gyry
guzerat (11 brahman, 3 gyr y 1 guzerat). Se ordenan y desinfectan los materiales y equipo
previo a la aspiracion, asi como el laboratorio que se instala en campo que tiene que estar
en un lugar completamente cerrado, una vez todo listo se pasa la donadora y se le aplica
3 ml de anestesia (pisacaina 2%) en el sacrocoxigea y se espera un minuto, una vez
inmovilizada la cola se limpia la vulva con agua limpia y se comienza a aspirar los

foliculos.

Aspirados ambos ovarios, se manda el tubo que contiene los ovocitos al laboratorio
instalado en campo sin que le pegue luz solar y se comienza la busqueda en el
estereoscopio de los ovocitos de mejor calidad (grado 1, grado 2 y grado 3), luego se
empacan en medio de lavado, se guardan y se mandan al laboratorio en una transportadora
a una temperatura de 36° C y se apuntan el total de ovocitos por vaca, el total de las 15

vacas fueron de 302 ovocitos viables.

5.2 Porcentaje de embriones implantados (%El)

Se transfirieron 30 embriones y se esperaron 35 dias post transferencia para realizar el
diagnostico de gestacion, de los cuales se detectaron 14 prefieces, luego se esper6 al dia
75 para reconfirmacion y no hubo ningln aborto ni problema que afectara la pérdida del

feto, quedando como numero real 14 prefieces confirmadas.
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Figura 1. Comparacion de embriones implantados

Como se puede observar en la figura 1 el porcentaje de embriones implantados en la
empresa EMBRIOCEN fue de un 46.66, resultado superior al encontrado por Matute y
Eveline (2014), quienes en su investigacion obtuvieron un 40.91% de embriones
implantados, mientras que algunas investigaciones realizadas en Colombia por Rios
(2022) y Mendoza (2024) obtuvieron porcentajes de embriones implantados del 50% y
51% respectivamente, de esta manera se puede mencionar que las investigaciones

observadas muestran resultados similares al de la presente investigacion.

5.3 Protocolos y procedimientos de laboratorio

Cuentan con un protocolo a ingresar al laboratorio como ser: Aseo personal, ufias cortadas
y limpias, sin perfume, sin cadenas o pulseras, ropa limpia y camisas manga corta. El
laboratorio cuenta con tres secciones separadas, la primera seccion es para desinfeccion,
luego se pasa a la segunda seccion para colocarse la vestimenta de laboratorio, aqui se
encuentran todos los materiales que se utilizan en el laboratorio, la tercera seccion es el
laboratorio, dentro de él se encuentra el area de desinfeccién donde se pasa directamente
y se lava las manos con jabén liquido, luego se desinfecta con alcohol al 70%, se seca con

toallas estériles y se coloca la mascarilla y los guantes de latex.



El laboratorio se limpia y se desinfecta todos los dias antes y después de cada trabajo, con
alcohol al 70% asi como mesas de laboratorio y equipos. Todo equipo nuevo y materiales
que tienen que ingresar al laboratorio pasan por una desinfeccion, dentro del laboratorio
se mantiene a una temperatura de 25 a 32 °C por que los embriones no pueden sufrir un

cambio de temperatura.

53.1 Procedimientos

a) Medio de maduracion in vitro D1

Al llegar al laboratorio los ovocitos, se verifica la coloracion y la temperatura del medio
MIV, se anota la hora de llegada de los ovocitos al laboratorio y la temperatura interna
del portador, los ovocitos se meten a la incubadora para que se terminen de madurar a
esto se le llama medio de maduracién in vitro (MIV), los ovocitos deben de madurar
durante 22 a 24 horas después del inicio de la MIV. Si han traido semen de la finca, se

empaqueta en la botella adecuada y se anotan los datos.

b) Fecundacién in vitro D2

Una vez transcurridas las 24 horas del MIV, se procede a la fecundacion, se revisan en el
estereoscopio la calidad de los ovocitos, donde estos deben de tener una buena
conformacién de células de cumulo y se vuelven a meter a la incubadora. Se saca la
pajuela de semen del termo de nitrogeno, del toro correspondiente con el que se va a
realizar la fecundacion, la pajuela es cortada en tres partes como maximo (tres trabajos),
una vez se le haya hecho el corte este se deposita en un microtubo con percoll (60

microlitros) y se centrifuga por cinco minutos a 10.000 RPM.

Después de la primera centrifugada, se retiran 50 microlitros del pellet y se transfiere a
un tubo que contiene 1 ml de medio FIV, se homogénea y se centrifuga durante tres
minutos a 1200 RPM. Después de la segunda centrifugacion, se retira todo el pellet
(aproximadamente 50 microlitros) y se pasa a un microtubo de 0,6 ml previamente

calentado e identificado con el nombre del toro. Se saca la placa de Petri con los ovocitos



de la madre y se fertiliza cada gota de la placa correspondiente y se le agrega 5 microlitros
de semen a cada gota. Una vez fertilizados se observa en el estereoscopio la viabilidad de
los espermatozoides, si esta correcto se lleva a la incubadora a una temperatura de 35.5

°C, donde se fecundaran por si solos.

¢) Cultivo in vitro D3

El cultivo in vitro o primera alimentacion (MD10) se puede realizar entre 18 y 24 horas
después de la fecundacion. Se sacan los cigotos ya fecundados y se pipetean fuerte para
desprender las células de cumulo, debido a que ya no se requieren, debiendo quedar
completamente limpias, como minimo se debe de contar con cuatro células internas del
cigoto (entre mas células significa que el embridn esta respondiendo bien), luego se
realiza un TL o lavado en una placa de Petri, colocando 1 gota de 100 uL de TL-semen +
dos gotas de 100 uL. de MD10, con una micropipeta de 10 Ul se calibraa 10 uL, y se lava
en las gotas en orden.

Después del lavado se pasa a una nueva placa, se le agregan 4000 uL de aceite, dentro de
este se le agregan las gotas de 90 uL de MD10, se pasan los cigotos y se realiza una

observacién y conteo de ellos, luego se meten a la incubadora.

d) Segunda alimentacion (MD20) D4

Se realiza la segunda alimentacion, se calcula la cantidad de medio MD20 (80 uL por
gota) necesaria para cambiar las gotas y calentar 2 horas en la incubadora. Se sacan los
embriones de la incubadora y se cuentan los incididos con méas de 8 células, los que no
tengan esa cantidad se descartan y se sacan, pasando las 2 horas de calentamiento del
MD?20, se reemplaza 80 uL de MD10 a las gotas de los embriones, este procedimiento

debe de realizarse al principio del D4 preferiblemente antes de las 8:00 a.m.

e) Tercera alimentacion (MD10) D6 y prediccion de embriones



Se realiza la tercera y ultima alimentacion, se calcula la cantidad de medio CIV o MD10
necesaria y se calienta 2 horas en la incubadora. Se sacan los embriones de la incubadora
y se realiza la prediccion, observando y contando los embriones de mejor calidad y que
Ilevan un desarrollo correcto, pasando las dos horas se alimentan reemplazando 80 uL de
MD10 a las gotas de los embriones. Al final del D7 se comprueba la presencia de
embriones méas desarrollados (Bl, BL, BX) que deben congelarse al dia siguiente en la
mafiana antes que eclosionen, en el caso que sea en fresco el empacamiento debe de

realizarse en la madrugada.



VI  CONCLUSIONES

La preparacion y manejo tanto de las hembras donadoras como receptoras debe ser muy
eficiente, tanto en la parte nutricional, prevencion de enfermedades y seleccion rigurosa

en ambos casos, ya que de ello depende el éxito de la técnica.

Se logré encontrar un porcentaje de prefiez de un 46.66% en la empresa EMBRIOCEN,
lo cual es un dato accesible para la técnica implementada, de igual forma es importante
mencionar que el porcentaje de embriones implantados esta determinado por las practicas
de palpacion, tonificacion, sincronizacion, aspiracion y procedimiento en el laboratorio

hasta la transferencia.

El proceso dentro del laboratorio debe ser muy eficaz tanto en la maduracién, fertilizacion
y cultivo in vitro, lo cual permitird lograr una alta tasa de fertilizacion y calidad final del
embrion, asi como asegurar la viabilidad y el éxito de la gestacién en receptoras

sincronizadas.



VIl RECOMENDACIONES

Es crucial que se realice el proceso de trasferencia de embriones en tiempo y forma para

evitar eclosion de los embriones.

Es recomendable que el brete donde se manipulara la vaca para el procedimiento sea en

un lugar completamente techado donde no entre luz solar.
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