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RESUMEN

Se realiz6 una pasantia con el fin de desarrollar destreza en técnicas de
reproduccion asistida en ganado lechero en la empresa dedicada a esta area en
bovinos “Phonix Repro, GmbH”, ubicada en Brandenburg, Bernau bei Berlin, Alemania.
Durante un lapso de 17 semanas, entre el 6 de marzo y el 30 de junio de 2023, se
trabajé un total aproximado de 502 horas bajo la supervision del Dr. L Antonio
Gonzalez Grajales. El énfasis de la empresa es la produccion de embriones in vitro,
por lo que se obtuvo experiencia en la colecta de complejos cumulos-ovocito (COCs)
de ovarios ex vivo (n=167) por el método de rayado de los ovarios, maduracion in vitro
(MIV) de los ovocitos colectados de buena calidad (n=115), preparacion de semen
bovino (n=7), fertilizacion in vitro (FIV) (n=107), cultivo in vitro (CIV) (n=101),
clasificacion de embriones, y criopreservacion de gametos y embriones (n=8).
Adicionalmente, se participé en trabajo de campo asociado con procedimientos de
Ovum Pick Up (OPU) (n=51), superovulacién y produccion de embriones in vivo (n=8),
transferencia de embriones (TE) (n=13), seleccion de receptoras (n=17), ecografia de
tracto reproductivo (n=149), e inseminacion artificial (1A) (n=37).

Durante este periodo, se tuvo la oportunidad de participar activamente en
técnicas de reproduccion asistida en ganado lechero, por lo que pudo desarrollar
destrezas y adquirir experiencia teorico-practica en procedimientos de biotecnologia
reproductiva bovina de alto impacto en el mejoramiento genético y la productividad de
los hatos. Lo anterior es de suma importancia dada la creciente demanda y necesidad

de aumentar la produccion de alimentos de origen animal a nivel nacional y mundial.



PALABRAS CLAVES:
Embrion, produccidn in vitro, biotecnologia de la reproduccion, transferencia de

embriones.
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ABSTRACT

An externship was carried out to develop skills in assisted reproduction
techniques in dairy cattle at the company dedicated to this field “Phonix Repro, GmBH?”,
located in Brandenburg, Bernau bei Berlin, Germany. During a period of 17 weeks,
between March 6" and June 30", 2023, the extern completed approximately 502
working hours under the supervision of Dr. L. Antonio Gonzalez Grajales. The company
specializes in embryo in vitro production (IVP). The extern gained experience in
cumulus oocyte complexes (COCs) ex vivo retrieval by the slicing method (n=167), in
vitro maturation (IVM) of high-quality oocytes (n=115), bovine semen preparation (n=7),
in vitro fertilization (IVF) (n=107), in vitro culture (IVC) (n=101), evaluation and
classification of bovine embryos, embryo and gametes cryopreservation (n=8).
Additionally, field work associated to Ovum Pick Up (OPU) (n=51), superovulation and
in vivo embryo production (n=8), embryo transfer (ET) (n=13), recipient selection
(n=17), reproductive tract ultrasonography (n=149) and artificial insemination (Al)
(n=37) was performed.

During this externship, there was an opportunity to actively participate in assisted
reproductive techniques in dairy cattle, gaining theoretical and practical experience in
these procedures, which have a high impact in genetic improvement and herd
productivity. This is of outmost importance due to the growing demand and the need to
increase production of animal origin goods at national and international level.
KEYWORDS

Embryo, in vitro production, reproduction biotechnologies, embryo transfer.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La demanda de carne, leche y sus derivados para la creciente poblacion
mundial ha generado una gran necesidad de llevar a cabo un amplio desarrollo de
tecnologias innovadoras con el fin de aumentar la produccién bovina. En
consecuencia, la produccion de leche bovina se ha convertido en una industria
compleja que depende de muchos factores para asegurar su productividad y
rentabilidad, tales como: genética, nutricion, salud general, reproduccion, manejo
ambiental y productivo (Klopfenstein 2021).

La reproduccion bovina esta directamente relacionada con la produccion lactea,
por lo que con un nivel adecuado de fertilidad en el hato se logra una mayor produccion
y por lo tanto, una mayor rentabilidad (Bello 2012). En los inicios de la explotacion de
ganado lechero en 4000 A.C., la reproduccion en forma natural fue la unica técnica
utilizada (McGuffey y Shirley 2011). Sin embargo, en el ultimo siglo que se dieron
importantes avances en distintas areas, tales como: fisiologia y endocrinologia
reproductiva y genética, con el fin de mejorar la capacidad reproductiva de las vacas,
dando paso a tecnologias de reproduccion asistida (Moore y Thatcher 2006).

La técnica de reproduccion asistida mas antigua es la inseminacion artificial (IA)
(Kasimanickam 2021a). La primera IA con semen fresco se realizé en Estados Unidos
en 1938 (McGuffey y Shirley 2011). El procedimiento consiste en la implantacion
artificial del semen colectado previamente dentro del tracto reproductivo femenino con
el objetivo de alcanzar la fertilizacion del évulo (Webb 1992). Con la introduccién de

esta técnica se logré ampliar la cantidad de hembras que podian ser inseminadas y



fecundadas con machos de calidad superior, resultando en una importante
diseminacion del material genético proveniente del macho (Parkinson y Morell 2019).

Inicialmente, la |IA se realizaba unicamente con semen fresco, pero en la década
de 1950, con la necesidad de la implementacién de la técnica en fincas alrededor del
mundo, se desarrollaron metodologias que permitieron el almacenamiento de semen
a largo plazo por medio de la criopreservacion (Sathe 2021). En consecuencia, se han
diseminado exponencialmente genes deseables del macho a gran escala y por
consiguiente, se ha acelerado de manera significativa el mejoramiento genético en
bovinos (Ugur et al. 2019).

La criopreservacion consiste en la preservacion de muestras biolégicas; tales
como proteinas, células somaticas o reproductivas, y tejidos. Con ello se busca
mantener la viabilidad de las muestras a baja temperatura, por tiempo prolongado e
indefinido, dado que se suprime la tasa metabdlica celular al detener el metabolismo
catabolico (Upadhyay et.al 2021; Niemann y Wrenzycki 2018). Sin embargo, los
cambios de temperatura durante los procesos de congelamiento y descongelamiento
pueden generar crio-lesiones en las células debido a la formacion de cristales a nivel
intra y extracelular; asi como por la induccion de estrés osmotico, oxidativo y de
nitracion, resultando en alteraciones estructurales y fisiolégicas que disminuyen la
viabilidad de los gametos y células post descongelamiento (Parkinson y Morell 2019;
Upadhyay et al. 2021).

Para contrarrestar estos dafios en los espermatozoides, actualmente se utilizan
diluyentes y crioprotectores. Los primeros favorecen la conservacion de la motilidad y

fertilidad del semen al proveer sustratos energéticos, actuar como amortiguadores y



mantener la presion osmotica y la concentracién de electrolitos. Adicionalmente, los
crioprotectores que se agregan a los diluyentes se encargan de reducir el estrés fisico
y quimico causado por el enfriamiento, congelacion y descongelacion (Sathe 2021;
Upadhyay et al. 2021).

A pesar de la utilizacion de crioprotectores, una gran cantidad de gametos no
sobreviven al estrés que implican los procesos de congelacion y descongelacion. Para
contrarrestar estos efectos negativos, se recomienda utilizar solamente semen con
excelente viabilidad y morfologia previo al congelamiento. Se han desarrollado
diversos protocolos utilizando diferentes tipos de diluyentes y de crioprotectores, que
incluyen: amortiguadores de pH, crioprotectores impermeables (yema de huevo),
crioprotectores permeables (glicerol), fuentes energéticas y aditivos (antibidticos,
antioxidantes y vitaminas). Actualmente se utilizan técnicas de criopreservacion que
incluyen el congelamiento convencional o automatizado y la vitrificacion (Sathe 2021;
Yaneéz-Ortiz et al. 2021).

Aunado a lo anterior, a partir de la aparicion de IA, se evidencié la necesidad de
mejorar la deteccidn del estro, dado que la dificultad en su deteccion incide en la
eficiencia reproductiva y puede implicar pérdidas econdmicas significativas para el
productor. Asi, la falla en deteccién de celos ya sea por inadecuada observacion por
error humano o por uso inapropiado de las herramientas de deteccion, puede llegar a
afectar negativamente las tasas de prefiez (Palomares 2021). También puede haber
otros factores asociados como: condiciones climaticas extremas, estrés, pobres

condiciones de alojamiento de las vacas, produccion lactea y estado endocrino. De



este modo, una parte esencial en todo programa de IA es contar con un sistema exitoso
de deteccion de celos (Palomares 2021).

Uno de los métodos mas basicos para determinar el momento ideal para realizar
la IA se basa en la observacion del hato durante la mafiana y en la tarde para detectar
signos especificos de celo como por ejemplo aquellas hembras que se dejan montar
por otras. Para facilitar esta tarea, se han creado herramientas, asi como parches,
marcadores en la base de la cola y toros marcadores (Miciakova et al. 2018).
Actualmente, también se utilizan métodos mas sofisticados como sistemas
electronicos automatizados de monitoreo de la actividad fisica, detectores de monta
en celo (sensores de presion) y acelerometros (Madkar et al. 2021).

Desde la década de 1960 los protocolos de sincronizacién del estro han estado
disponibles para la industria lechera bovina (Xu 2011). Sus ventajas incluyen eliminar
la necesidad de detectar el celo por operadores y por consiguiente, evitar el posible
error humano y concentrar procesos como |A o partos en periodos cortos. Sin
embargo, la deteccion de celos sigue siendo la principal herramienta en fincas que no
tienen acceso a ese tipo de técnicas avanzadas de reproduccion asistida (Palomares
2021).

Los protocolos de sincronizacion de celos tienen como propdsito inducir una
respuesta de celo y ovulacion en un intervalo especifico, lo que conlleva beneficios al
sistema productivo tales como: reduccién del periodo de observacion del estro con una
mejora en su deteccion, el acortamiento del intervalo entre partos, aumento en la

eficacia de la IA, incremento del porcentaje de vacas inseminadas en un periodo



definido y el manejo de grupos en etapas productivas similares, ya sea en gestacion o
lactancia (Xu 2011; Dyer y Graves 2017).

Diferentes protocolos de sincronizacion de celos han sido desarrollados con el
uso de prostaglandinas, progestagenos, asi como combinaciones de gonadotropinas
con prostaglandinas (Salverson y Perry 2020). Ademas de la induccion del celo, la
sincronizacion de la ovulacion permite realizar la inseminacion en un tiempo
determinado sin necesidad de detectar el estro, mejor conocida como Inseminacién
Artificial a Tiempo Fijo (IATF), la cual facilita enormemente el manejo de los hatos.
Actualmente existen multiples protocolos de sincronizacion e IATF. Estos incluyen
primero la administracion de gonadotropinas tales como la coridnica equina (eCG) que
favorecen el desarrollo folicular. Segundo, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), la cual induce la ovulacién del foliculo dominante (Colazo y Mapletoft 2014;
Kasimanickam 2021b).

Otra técnica de reproduccién asistida que ha sido implementada exitosamente
desde su primer reporte es la transferencia de embriones (TE). Inicialmente, el proceso
se realizaba por medio de fertilizacion in vivo, donde se inseminaba artificialmente a la
vaca y luego se recuperaba el embrion por medio de cirugia. Seguidamente, el embridn
se transferia a una vaca receptora de forma quirurgica. Sin embargo, en ese momento
se considerd que era un proceso dificil de implementar por la complejidad de la técnica
y los elevados costos del proceso, ya que implicaba la realizacién de laparoscopia
(Salgado-Cruz y Lopera-Vasquezl 2020).

Posteriormente, durante el periodo comprendido entre 1960 y 1970, se

desarroll6 la técnica de TE por via transvaginal, sin la necesidad de realizar cirugia,



convirtiéndose en una técnica mas practica y accesible para los productores. A partir
de este momento, la industria de la transferencia de embriones se establecio,
aumentando el interés no solo por parte de los productores sino también con
propaositos investigativos (Callesen et al 2019; Noga y Looney 2021).

La TE tiene la gran ventaja de permitir una reproduccion mas eficaz de las
hembras con alto rendimiento. En consecuencia, la combinacion de IA (diseminacion
de material genético de machos de alta calidad genética) con TE (propagacion de
material genético de hembras de calidad superior), permitié potenciar el mejoramiento
genético de los hatos, ayudando a acortar el intervalo generacional y realizar una
seleccion artificial mas intensa (Bertolini y Bertolini 2009; Nowicki 2021).

Con la necesidad de preservar los embriones de alto valor genético, las técnicas
de criopreservacion fueron utilizadas para embriones. En 1973, nacié el primer ternero
producto de un embriodn criopreservado. Desde entonces se han llevado a cabo una
serie de investigaciones orientadas a desarrollar técnicas mas avanzadas tales como
la produccion de embriones in vitro, la micromanipulacion de embriones, sexado
embrionario, manipulacion genética, entre otras (Noga y Looney 2021).

En 1978, nacié el primer ternero producto de fertilizacion in vitro (FIV).
Seguidamente en los afos 80, esta técnica crecid exponencialmente y abrié paso
ademas a nuevas investigaciones con metodologias similares (Van Wagtendonk-de
Leeuw 2006). El término FIV implica producir los embriones en un ambiente artificial
controlado, donde se favorece la maduracion e interaccion de los gametos de ambos
sexos, con el objetivo de producir fertilizacién del 6vulo y su subsecuente desarrollo in

vitro (Filipiak y Larroca 2012). La FIV se considera una de las técnicas de reproduccion



asistida mas exitosas, que se puede utilizar con fines de investigacion, mejoramiento
genético, desarrollo de nuevas técnicas de reproduccion asistida y con fines
comerciales (Salgado-Cruz y Lopera-Vasquez 2020).

El proceso de produccién inicia con la colecta del gameto femenino.
Actualmente, la técnica mas utilizada para recuperar évulos y producir embriones in
vitro es la “Ovum Pick-Up” (OPU), la cual permite colectar 6vulos inmaduros de una
hembra viva genéticamente superior por medio de aspiracion transvaginal guiada por
ultrasonido. Seguidamente estos ovocitos son madurados y fertilizados in vitro (Van
Wagtendonk-de Leeuw 2006). Esta técnica tiene la gran ventaja de que permite gran
repetibilidad del procedimiento en un mismo individuo y, por ende, es factible continuar
obteniendo embriones de hembras superiores (Galli et al 2001).

Cabe destacar que la ultrasonografia (US) transrectal ha sido clave en el
desarrollo del campo de la reproduccion bovina, cuyo desarrollo se dio a partir de la
década de los afos 80. Desde entonces la US ha permitido un mejor entendimiento
sobre la estructura y funcion del aparato reproductivo de la vaca (Adams y Singh 2011).
La US tiene aplicaciones practicas tales como: deteccion de prefiez desde tempranas
etapas de la gestacion, seguimiento del estado de la prefiez, valoracion del desarrollo
y viabilidad de los embriones/fetos, deteccién de patologias uterinas y ovaricas,
determinacion del sexo fetal, evaluacion de estructuras ovaricas, entre otras. El uso de
US en vacas destinadas a la produccion lactea es especialmente util debido a la
posibilidad de realizar diagnostico de prefiez temprano, con la consecuente
determinacién de las vacas vacias que deben ser reintroducidas lo antes posible en

un programa de |A (Fricke 2002).



1.2. Justificacién

En Costa Rica, las actividades agropecuarias tienen un alto impacto en el ambito
socioeconomico (Viguera et al 2018). Esto incluye la ganaderia bovina, la cual se
estima en 1,4 millones de cabezas de ganado, con un 14,5 % corresponde a ganado
de leche (INEC 2021). Como es bien sabido, la reproduccién tiene una innegable
asociacion con la productividad de las fincas lecheras, y de aqui la importancia de la
utilizacién de las técnicas de reproduccion asistida para mejorar la eficiencia de los
hatos.

A nivel nacional, la monta natural sigue siendo el principal método de
reproduccion utilizado (Vasquez-Loaiza y Molina-Coto 2021). No obstante, en las
fincas lecheras la IA ha ido desplazando la monta natural de manera importante
aunque, siempre existe resistencia por parte de algunos pequefios productores al
considerar que obtienen un mejor rendimiento reproductivo con monta natural sin la
necesidad de detectar el celo (Lima et al 2009).

Sin embargo, con el crecimiento del sector agropecuario nacional maxime ante
las demandas de leche que surgen a raiz de los diferentes tratados comerciales de
nuestro pais con el resto del mundo, es indispensable contar con producciones bovinas
mas eficientes y sostenibles (MAG 2007). Una de las opciones para lograr este objetivo
es la implementacion de técnicas de reproduccion asistida eficaces en el pais. Por lo
tanto, es importante generar conocimiento y capacitacion de futuros y actuales
meédicos veterinarios en esta area para fomentar su uso en Costa Rica, ya que son

poco conocidas y utilizadas en el pais.



La industria lechera alemana esta altamente desarrollada y especializada a
través de la implementacion de técnicas de reproduccion asistida, por lo que la
realizacion de una pasantia en este pais consisti6 en un escenario sumamente
enriquecedor para proveer capacitacion y comprension en el area.

Sumado a lo anterior, la aplicacidon de las técnicas abordadas permitiria
beneficiar la industria ganadera debido a su impacto econémico, asi como a los futuros
profesionales en medicina veterinaria de nuestro pais. Todo lo anterior, considerando
que actualmente muy pocos profesionales estan ofreciendo el servicio y la necesidad

de implementar a mayor escala tecnologias reproductivas es enorme.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General
Desarrollar destreza en técnicas de reproduccion asistida en ganado lechero

con el fin de poder contribuir en el mejoramiento de su eficiencia reproductiva.

1.3.2. Objetivos Especificos

1.3.2.1. Desarrollar destrezas en técnicas de colecta de 6vulos y produccién de
embriones in vitro.

1.3.2.2. Asistir en larealizacion de las técnicas de produccion y colecta de embriones
in vivo, transferencia y criopreservacion de embriones y gametos.

1.3.2.3. Entrenarse en programas de |A, ultrasonografia del tracto reproductivo
femenino y protocolos hormonales de sincronizacion de celo,

superovulacion y estimulacién de foliculos.
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2. METODOLOGIA
2.1. Lugar de estudio y horario

Este Trabajo Final de Graduacion fue realizado en modalidad de pasantia en la
empresa de reproduccion “Phonix Repro, GmbH”, cuyo laboratorio esta ubicado en
Bernauer Allee 10, 16321, Bernau bei Berlin, Brandenburg, Alemania. Adicionalmente,
cuenta con la estacion de donadoras de 6vulos de alto valor genético, “Rinder-
Produktion Berlin Brandenburg (RBB)”, ubicada en Bahnhofstrasse 172, 16818
Dabergotz, Brandenburg, Alemania. El trabajo fue supervisado por el Dr. Leslie Antonio
Gonzalez Grajales, quien labora en dicha entidad.

La empresa fue fundada y comenzé a brindar servicios en enero del 2021, con
la misidbn de implementar biotecnologias reproductivas en ganaderia bovina en
multiples regiones de Alemania. Asimismo, provee consultorias y servicios
relacionados con las técnicas de reproduccion asistida. La companiia se especializa en
la produccion de embriones in vitro e in vivo, incluyendo su respectiva criopreservacion
y transferencia.

La pasantia se extendio por cuatro meses, inicio el 6 de marzo y concluy6 el 30 de
junio de 2023, con un total de 17 semanas de trabajo. Se manejo un horario de trabajo
aproximado de 24-36 horas semanales distribuidas de lunes a viernes, variable
dependiendo del flujo de casos. Se completaron 502 horas totales de trabajo las cuales
fueron debidamente documentadas en una bitacora personal de trabajo revisada y
firmada por el Dr. Antonio Gonzalez y la Dra. Laura Castro. En este documento se

detallan las actividades realizadas diariamente.



11

2.2. Distribucién de las actividades durante la pasantia

El tiempo de la pasantia fue distribuido entre las distintas actividades programadas,
con un mayor énfasis en el Laboratorio de FIV, participando en el proceso de
produccion de embriones comerciales y de plantas de cosecha de bovinos. Los
embriones comerciales eran de vacas de alto valor genético de multiples razas
lecheras, principalmente Holstein, las cuales estaban alojadas en la estacién de
donadoras. Un grupo seleccionado de estas vacas era colectado semana de por
medio. Los complejos cumulo ovocito (COCs) recuperados eran procesados en el
Laboratorio de FIV para produccion in vitro (P1V) de embriones. Se participé por medio
de observacion y asistencia en cada una de las etapas de la PIV. Por otro lado, el
laboratorio realizaba rondas rutinarias de PIV a partir de ovarios colectados de planta
de cosecha. Esto con el fin de realizar un monitoreo y control de la produccion del
laboratorio. Se tuvo la oportunidad de participar de manera practica e individual, bajo
supervision del Dr. Gonzalez, en cinco de estas rondas de PIV.

De igual manera, la pasantia incluydé un componente de trabajo de campo en la
estacién de donadoras y fincas asociadas a la empresa, donde se participé de manera
observacional, de asistencia y practica. Estas instalaciones cuentan con una sala de
inmovilizacién donde se ejecutan aspiraciones foliculares por OPU y lavados uterinos
para recuperacion de embriones in vivo. Se cuenta con un laboratorio adyacente donde
se procesan los gametos y/o embriones obtenidos. Ademas, en los corrales, tanto de
la estacion de donadoras como de las fincas asociadas a la empresa, se realizan las
evaluaciones reproductivas por medio de ultrasonografia, IA y transferencias de

embriones.
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Adicionalmente, se tuvo la oportunidad de participar en otras actividades. En la

semana del 24 al 27 de abril, la pasante participd en un curso de IA impartido por

“Instituto de Reproduccion de Animales de Granja Schonow e.V.”, ubicado en el mismo

edificio que el laboratorio Phonix Repro. Luego, en los dias 22 al 25 de mayo, se

realizaron visitas a la estacion de colecta de semen “Rinder-Produktion Berlin

Brandenburg (RBB), Besamungsstation Schmergow”, ubicada en Lehniner Strasse 9,

14550 Gross Kreutz (Havel), Brandenburg, Alemania. El detalle de las actividades

realizadas durante la pasantia de acuerdo con las fechas se detalla en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Actividades realizadas durante la pasantia en Phonix Repro.

Fecha

Actividades en las que se participo

6 de marzo del 2023

Inicio de la pasantia.

7 de marzo del 2023

Inicio actividades asociadas a procedimientos laboratoriales
de técnicas de reproduccién asistida en laboratorio de
fertilizacion in vitro.

13 de marzo del 2023

Inicio participacion en actividades asociadas a
procedimientos practicos en estaciones de donadoras y
fincas asociadas a la empresa.

21 de marzo del 2023

Inicio primera ronda de PIV de embriones por la pasante.

28 de marzo del 2023

Inicio segunda ronda de PIV de embriones por la pasante.

24 al 28 de abril 2023

Curso de |1A

22 al 25 de mayo 2023

Visita a centro de colecta de semen RBB.

16 de mayo del 2023

Inicio tercera ronda de PIV de embriones por la pasante.

13 de junio del 2023

Inicio cuarta ronda de PIV de embriones por la pasante.

20 de junio del 2023

Inicio quinta ronda de PIV de embriones por la pasante.

30 de junio del 2023

Finalizacién de la pasantia

2.3. Produccion de embriones in vitro (PIV)

Se trabajo en el laboratorio de FIV de Phonix Repro, donde se realiza todo el

procesamiento de los embriones in vitro. Este se encuentra debidamente equipado con
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los instrumentos necesarios para PIV, entre estos: estereoscopios, placas térmicas,
incubadoras, camara de flujo laminar, centrifugas, microscopios y pipetas.

El proceso de PIV incluye los siguientes pasos: recuperacion de complejos
cumulos-ovocito (COCs), maduracion in vitro (MIV), fertilizacion in vitro (FIV) y cultivo
in vitro (CIV).

2.3.1. Recuperacion de complejos cumulo-ovocito (COCs)

El éxito en la producciéon de embriones in vitro es definido por la capacidad de
obtener COCs de buena calidad provenientes ya sea de animales muertos (de planta
de cosecha, eutanasia o muerte natural), o de animales vivos (via OPU). La calidad de
los COCs depende de varios factores: tamario del foliculo, etapa de la onda folicular,
meétodo de colecta y factores individuales de la donadora (ciclo estral, edad y condicion
corporal). La calidad de los COCs se asocia con su capacidad de alcanzar el estado

de desarrollo de blastocisto (Niemann y Wrenzycki 2018).

2.3.1.1 Recuperacion de COC de ovarios ex vivo

En animales post-mortem se utilizan principalmente dos técnicas de recoleccién
de ovocitos. La primera es por aspiracion directa de los foliculos presentes en ovarios
ex Vvivo con una aguja acoplada a una jeringa o a un sistema de bomba de vacio, el
liquido recuperado se deposita en un contenedor con medio de colecta, asi como
buffer fosfato salino (PBS). La segunda técnica, utilizada por la pasante, es por rayado
del ovario. Consiste en la realizacién de multiples cortes en ovarios ex vivo con bisturi
o tijeras sobre una placa de Petri. El objetivo es cortar los foliculos que se ubican en
la corteza del ovario, con el fin de liberar la mayor cantidad de ovocitos (Gordon 2003).

Luego se procede a lavar el ovario con medio PBS, con el fin de recuperar liquido
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folicular y por ende los ovocitos en el liquido. La principal ventaja de realizar colecta
post-mortem es que se observa el ovario ex vivo, lo que facilita la visualizacion y
seleccion de foliculos (Filipiak y Larocca 2012).

Se trabajé de manera individual con material obtenido de plantas de cosecha
para las rondas de control del laboratorio para realizar sus propias rondas de PIV. Se

utilizé el método descrito de rayado del ovario ex vivo para la recuperacion de COCs.

2.3.1.2 Recuperacion de COCs de ovarios in vivo

En la actualidad, para la recuperacion in vivo, se utiliza mayoritariamente la
técnica de Ovum Pick-Up (OPU). Este es un procedimiento minimamente invasivo
guiado por ultrasonido para la recuperacion de COCs por medio de aspiracion de
foliculos antrales in vivo (Qi et al 2013). El sistema tiene tres componentes: el
ultrasonido transrectal con una sonda rigida, una bomba de aspiracion y un sistema
de guia para la aguja que esta conectado a un recipiente de recoleccién para los COCs
(Palma 2001).

Primero, se debe hacer una anestesia epidural para evitar movimientos durante
el procedimiento y disminuir los movimientos peristalticos con lo que se facilita la
manipulacion transrectal. En caso de ser necesario se puede sedar el animal. Luego,
se extraen las heces del recto y se limpia la vulva y perineo con una toalla para evitar
contaminacion de la vagina. Se procede a introducir la sonda rigida del US en la vagina
que permite la visualizacidn del ovario que esta fijo contra la sonda por la mano del
operador a través del recto. Esto permite la ubicacion de los foliculos con sus

respectivos puntos de puncién. Una vez ubicado, se introduce la aguja por el sistema
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de la sonda rigida, se atraviesa la pared de la vagina y se penetra el foliculo con la
aguja guiado por US. Luego, se activa la bomba de vacio acoplada a la ajuga por un
tubo de silicdn o teflon que transporta el contenido folicular hacia un recipiente, ya sea
un filtro de embriones o un tubo sellado con tapdn de silicon, que contiene medio de
colecta de ovocitos. El sistema de colecta se encuentra en una placa térmica que
mantiene la temperatura aproximada entre 38 y 39°C (Bols y Stout 2018).

El laboratorio recupera évulos de hembras de alto valor genético, provenientes
de diferentes puntos de Alemania. Ya sea que estén alojadas en la estacion de
donadoras o en fincas asociadas con la empresa donde se realiza el procedimiento.

La mayoria de las vacas colectadas durante la pasantia fueron estimuladas con
Hormona Foliculo Estimulante (FSH). Estos protocolos buscan aumentar el numero de
foliculos, pero no el numero de ovulaciones. Para esto hay diferentes guias segun el
producto, modificando la dosis y frecuencia de aplicacion con respecto al tiempo de
privacion de FSH. Por ejemplo, se puede inyectar FSH intramuscular dos veces al dia,
por 2-3 dias, dejando posteriormente un descanso de 40 horas. Por ultimo, se procede
a realizar la colecta de 6vulos via OPU el dia 2 posterior a la ultima aplicacién de FSH

(Bols y Stout 2018, Morera-Jiménez et al 2022).

2.3.2. Determinacion de la calidad de los COCs

Posterior a la colecta realizada por cualquiera de los métodos descritos
anteriormente, se procesa el liquido obtenido de cada muestra. Primero, se traspasa
la solucion colectada a un filtro especifico para coleccion de embriones y gametos, el

cual permite el paso de liquido, pero no de los gametos o embriones. Siendo asi, se
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filtra el liquido colectado y luego se diluye el remanente con mas medio de colecta,
como el PBS, para luego filtrar nuevamente. Se repite hasta obtener un liquido claro
que facilite la visualizacién y por ende, la posterior busqueda y clasificacién de los
ovocitos en el estereoscopio (Niemann y Wrenzycki 2018).

Los oOvulos colectados por la pasante durante las rondas de PIV a su cargo
fueron evaluados y seleccionados utilizando la clasificacion establecida en el Cuadro
2.

Cuadro 2. Clasificacion y criterios de calidad de los COC (Marc et al. 2014).
Clasificacion COC Criterios

Grado [ 1. Cumulo compacto y no expandido.
Buena calidad 2. Minimo de 5 capas de células del cumulo.
3. Ooplasma visible, denso y homogéneo.
Grado |l 1. Cumulo compacto y grueso.
Calidad Intermedia 2. De 2-4 capas de células del cumulo, cubriendo
toda la periferia de la zona pelucida.
3. Ooplasma denso y con granulacién uniforme.
Grado llI: 1. Células del cumulo parcialmente de denudadas.
Calidad mala 2. De 1-2 capas de células del cumulo.
3. Ooplasma irregular y/o contraido.
Grado IV: 1. Ovocito denudado.
No viables 2. Sin células del cumulo en ningun sector de la
periferia de la zona pelucida.
3. Ooplasma irregular y contraido.

2.3.3. Maduracion in vitro (MIV)

Los ovocitos recuperados se colocaron en un medio MIV comercial, el cual era
incubado por un lapso de 20-24 horas. Este medio facilita un ambiente ideal durante
los procesos de maduracion nuclear y citoplasmatico; simulando el liquido folicular

(Niemann y Wrenzycki 2018).
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Pasado el tiempo de maduracion, se evaluaban y reclasificaban los COCs para
determinar los que son viables (grado | y Il) para continuar el proceso de FIV, mientras

que los grado lll y IV se consideran no viables y eran descartados (Gordon 2003).

2.3.4. Fertilizacion in vitro (FIV)
La fertilizacion in vitro consistio en la fecundacién de los 6vulos, seleccionados
como maduros Yy viables, con semen seleccionado de alta calidad. Para la fertilizacion

in vitro se llevaron a cabo los siguientes pasos:

2.3.4.1. Procesamiento del semen

El laboratorio Phonix Repro, cuenta con un banco de semen en un tanque de
nitrégeno liquido con pajillas de multiples toros. Los clientes seleccionan el semen
deseado para cada vaca dentro del protocolo de PIV, segun caracteristicas a mejorar
dentro de su finca. Estas muestras de semen ya han sido analizadas previo a su
congelacion, para confirmar la calidad del semen.

Una vez seleccionado el toro, se procede con la descongelaciéon del semen. Se
retira la pajilla del tanque, se mantiene en temperatura ambiente por tres segundos y
luego se coloca en bafo maria a 35°C por 30 segundos. Luego de la descongelacion
se debe analizar la muestra para confirmar una buena motilidad progresiva, esto
debido a que un alto porcentaje de los espermatozoides no sobreviven el proceso de
congelacion y descongelacion (Filipiak y Larocca 2012).

Seguidamente, se procedia a seleccionar y separar aquellos espermatozoides

con mayor motilidad progresiva. Existen diferentes métodos para separar los
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espermatozoides de buena calidad: la técnica de dos gradientes y la de “swim up”. En
esta practica se utilizé la primera, en la que se coloca el semen en un tubo con dos
soluciones de densidades distintas (gradientes) y luego se procede a centrifugar por
15 minutos. De aca se obtiene un pellet al fondo del tubo con la solucion concentrada
de espermatozoides (Salazar Cartin 2019, Gordon 2003). Posteriormente, se recupera
el pellet del fondo del tubo con una pipeta y el contenido es transferido a un tubo con
medio de lavado, el cual es centrifugado. Este paso es de vital importancia para
eliminar residuos de la solucion utilizada para la separacion espermatica, cuya
presencia puede afectar al momento de la fertilizacion y posterior desarrollo
embrionario (Gordon 2003). Una vez centrifugado, se retira nuevamente el pellet
formado en el fondo del tubo y es depositado en medio FIV comercial.

En este punto, se debe tomar una muestra del semen concentrado para evaluar
motilidad y concentracion seminal. La concentracion se determina con una dilucion del
semen de 1:10 en agua, para matar los espermatozoides e inmovilizarlos.
Posteriormente se coloca en una camara de conteo Newbauer. Una vez obtenida la
concentracion se determina la dosis de inseminacidn necesaria para el grupo de 6vulos
a fertilizar, 1 millon de espermatozoides/ml de medio de fertilizacion (Speckhart et al
2022). Esta dosis puede variar entre 1-2 x 108 espermatozoides/ml dependiendo del
numero de COCs a fertilizar, el uso de semen sexado o no, y la calidad del semen a

utilizar (Galli et al. 2003).
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2.3.4.2. Procesamiento de los COCs maduros y su inseminacion

Pasado el tiempo de maduracién, los ovocitos estan listos para fertilizacién por
lo que son pasados del medio MIV al medio FIV comercial. Aca primero son lavados
en gotas de medio FIV, para eliminar restos del medio anterior y luego ser colocados
en las gotas de inseminacion. Es ahi donde se coloca la dosis de semen y se incuban
ambos gametos por 16-22 horas en condiciones especificas que se discutiran mas

adelante (Speckhart et al. 2022).

2.3.5. Cultivo in vitro (CIV)

Posterior al periodo de fertilizacion, se obtienen posibles cigotos. Antes de iniciar
el cultivo de estos, se procedié a remover las células del cumulo, proceso conocido
como denudacion. In vivo, estas células son removidas por efecto mecanico dentro del
tracto de la hembra, mientras que se ha evidenciado que en évulos madurados in vitro,
estas células pueden seguir adheridas 22-24 horas posteriores a la inseminacion
(Gordon 2003, Filipiak y Larocca 2012). En el laboratorio la denudacion se realizé por
efecto mecanico de pipeteo manual.

El siguiente paso era cultivarlos in vitro por 6-7 dias en medio CIV comercial.
Durante este periodo se da la primera division celular, activacion del genoma
embrionario y por ultimo, la formacion de un blastocisto (Niemann y Wrenzycki 2018).

Al inicio del desarrollo embrionario, el cigoto sufre lo que se conoce como
segmentacion, donde se convierte en un embridn multicelular a través de mitosis. Cada
una de estas células formadas es conocida como blastomero (Murillo Rios 2018).

Aproximadamente 24 horas después del inicio del CIV, se sacé el cultivo de la
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incubadora para control de la division celular. Se realizaba un chequeo en el
estereoscopio para verificar la presencia de al menos dos blastomeros. Aquellas
estructuras sin division celular fueron separadas a otra gota de cultivo.

Por ultimo, en los dias 5, 6 y 7 de CIV, se revisan los cultivos para clasificarlos y

separarlos para uso en fresco o criopreservacion, como se explica mas adelante.

2.4, Produccion de embriones in vivo

Dado que la vaca tiene un ciclo estral con la ovulacion de uno u ocasionalmente
dos évulos por ciclo, las vacas donadoras eran tratadas con el fin de incrementar su
capacidad de producir 6vulos maduros en un ciclo estral (superovular), aumentando
asi su capacidad de producir mas embriones que pueden ser colectados y transferidos

a vacas receptoras. La superovulacion se inducia con FSH extraida de hipdfisis suina

(Bo y Mapletoft 2014).

El protocolo de superovulacion y colecta de embriones in vivo incluye los

siguientes pasos (Niemann y Wrenzycki 2018; Filipiak y Larocca 2012):

a) se sincroniza la onda folicular emergente utilizando estradiol y progesterona (PG).
En el dia 0 se introduce un dispositivo intravaginal de PG y se inyectan 2 mg de
benzoato de estradiol via IM.

b) en el dia 4 se inicia la aplicacién de FSH dos veces al dia, via IM, por 4-5 dias.

c) en el dia 5-6 se induce lutedlisis con prostaglandina F2a (PGF).

d) pasadas 24 horas de la dosis de PGF, se retira el dispositivo intravaginal y se

descontinua la FSH



e)

f)

9)

h)

21

se administra hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) 24 horas después de
la remocién del dispositivo con el fin de sincronizar el celo. En caso de no querer
sincronizar el celo, este se evidencia naturalmente 36-48 horas después de la
administracion de PGF.

luego de que la hembra es superovulada, debe ser inseminada ya sea por monta
natural o IA, 12 y 24 horas después de la aplicacion de GnRH o al momento de la
observacion del celo y 12 horas después.

a los 6-8 dias post-estro, se realiza la recoleccion transcervical por lavado de los
cuernos uterinos. Primero se realiza una anestesia epidural, asi como lavado y
desinfeccién de la vulva. Luego se coloca un catéter en la porcion craneal de uno
de los cuernos uterinos, y una vez colocado ahi se ancla inflando el balon del
catéter y se acopla un tubo de drenaje en Y.

seguidamente se procede con el lavado con medio PBS (solucién salina
amortiguada por fosfatos,) a 37°C, utilizando aproximadamente 500 mL por cuerno.
Los embriones producidos se encuentran en el liquido recuperado, el cual es
pasado por un filtro para embriones. El volumen colectado debe ser similar al
introducido.

se repite el procedimiento en el cuerno contrario.

una vez realizado el procedimiento en ambos cuernos, se retira el catéter y el
contenido de este filtro es analizado para realizar la identificacion y colecta de los

embriones.
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k) los embriones colectados son colocados en medio de mantenimiento (“Holding”)
donde son clasificados para determinar diferentes parametros que se detallan en

la seccidn siguiente.

2.5. Evaluacion y clasificacion de los embriones bovinos.

Una vez producidos los embriones ya sea in vivo o in vitro, son evaluados con un
estereoscopio con aumento 50-100x. Los embriones son clasificados con un codigo
numeérico dependiendo de su estado de desarrollo (1-9) y calidad (1-4). El estado de
desarrollo del embrion fue evaluado y comparado con el estado que deberia de
presentar de acuerdo con la edad que presentaba, es decir, la cantidad de dias de
cultivo que llevaba en un momento determinado ya sea in vivo o in vitro (Bo y Mapletoft
2013). En el Cuadro 3 se describen los criterios de clasificacion segun estado de

desarrollo del embrioén.
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Cuadro 3. Criterios de clasificacion segun estado de desarrollo del embrion (Bo y

Mapletoft 2013).
Estado de Cédigo Descripciéon
desarrollo
Moérula 3 ¢ Minimo 16 células, donde es dificil diferenciar los
blastomeros.
e Masa celular ocupa mayoria del espacio
perivitelino.
Méorula 4 e Coalescencia de Dblastomeros individuales,
compacta formando una masa compacta.
e Masa celular ocupa 60-70% del espacio perivitelino.
Blastocisto 5 ¢ Presencia de blastocele.
temprano e Embridn ocupa 70-80% del espacio perivitelino.
¢ Dificultad para diferenciar el macizo celular interno
de las células trofoblasticas.
Blastocisto 6 e Diferencia marcada entre la capa trofoblastica y el
macizo celular interno.
e Blastocele prominente.
e Embrién ocupa mayoria del espacio perivitelino.
Blastocisto 7 e Aumento del diametro del embridn.
expandido e Adelgazamiento de la zona pelucida.
Blastocisto 8 e Embriones eclosionados o exteriorizados de la zona
eclosionado pelucida.
e Pueden ser esféricos con blastocele definido o
pueden estar colapsados.
Blastocisto 9 e Embriones exteriorizados a la zona pelucida y en
eclosionado expansion
expandido e Morfolégicamente similares a estado 8, pero con
mayor diametro.

Por otro lado, se evaluaba la calidad del embridén segun la integridad morfolégica

del mismo (Cuadro 4). En general, un embrion ideal debe ser compacto y esférico, con

blastobmeros uniformes en color y textura. Los blastomeros no deberian de ser

granulados ni vesiculados. Ademas, el espacio perivitelino deber ser claro y sin detritos

(Bo y Mapletoft 2013).
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Cuadro 4. Clasificacion segun calidad del embrién (Bo y Mapletoft 2013).

Calidad Cédigo Descripcion
Excelente e Masa celular simétrica y esférica con blastomeros
uniformes en tamano, color y densidad.
e Embrion en el estado de desarrollo correspondiente
segun el tiempo transcurrido.
e 85% de la masa celular esta intacta.
e Zona pelucida limpia y sin concavidades.
e Tasa alta de sobrevivencia a la criopreservacion.
Bueno e Masa celular con irregularidades en forma asimétrico o
con blastomeros irregulares en tamafo color vy
densidad.
e 50% de la masa celular esta intacta.
e Tasa de supervivencia a la criopreservacién menor que
aquellos de Grado 1.
Malo e Masa celular con irregularidades significativas en la

forma de la masa embrionaria y/o con blastémeros
irregulares en tamano, color y densidad.

25% de la masa celular esta intacta.

Estos embriones no sobreviven el proceso de
criopreservacion.

Viables para transferencia en fresco con una menor
tasa de prefiez.

Muerto o en
proceso de
degeneracion

Pueden ser embriones, ovocitos no fertilizados (sin
division celular) o embriones de 1 célula.
Son considerados no viables y son descartados.

En PIV, los embriones fueron evaluados segun estos criterios en los dias 5,6 y

7 de CIV del embridn, dos veces al dia, en la mafiana y en la tarde. Mientras que, los

embriones producidos in vivo eran analizados en el liquido de colecta, donde se

realizaba su respectiva clasificacion. Una vez clasificados, se determinaba su

viabilidad para criopreservacién o para transferencia en fresco y eran enviados a sus

respectivos centros de transferencia.
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2.6. Criopreservacion de embriones producidos in vivo e in vitro

Actualmente, se utilizan dos métodos de criopreservacion en embriologia:
congelacion lenta y vitrificacion. La diferencia entre ambos radica en la concentracion
de crioprotectores y las velocidades de enfriamiento (Vatja y Kuwayama 2006). La
primera, es la utilizada mayoritariamente en Phonix Repro y por lo tanto la técnica
aprendida por la pasante.

El protocolo de congelacion lenta es bastante estandar y en términos generales,
se da de la siguiente forma: inicialmente, se lavaban los embriones seleccionados,
para evitar la transmisién de enfermedades y el acarreo de contaminantes de los
medios anteriores. Para esto se pasaban por 4-5 gotas de medio de lavado PBS y por
ultimo en medio de mantenimiento. Luego se procedia a colocar el embrion a congelar
en el agente crioprotector, que es una solucién hipertonica como etilenglicol o glicerol,
de acuerdo con el criterio del veterinario de turno. Aqui se dejaba equilibrar
osmoticamente por 5-10 minutos a temperatura ambiente (Youngs 2011).

Luego, los embriones eran introducidos en pajillas de 0.25 ml, las cuales se
rellenaban con columnas de medio de mantenimiento y crioprotector que contiene el
embrion. Las columnas eran separadas por burbujas de aire, con el fin de aislar el
embrion dentro de la pajilla. Una vez llenada la pajilla, el tapon de algoddn y cloruro de
polivinilo sella un extremo de la pajilla. Finalmente, el otro extremo de la pajilla era
sellada con un tapén de plastico, que llevaba la informacion del embrion

correspondiente (Gordon 2003, Youngs 2011), asi como se muestra en Figura 1.
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Figura 1. Pajillas para criopreservacion de embriones. El detalle de las secciones en
las pajillas es el siguiente: A —Tapon donde se coloca la informacion del
embrion. B — Solucién de crioprotector. C — Burbuja de aire. D — Solucion
crioprotectora con el embridn. E — Tapdn de algoddn con cloruro de polivinilo.

Una vez cargadas las pajillas, se colocaban dos minutos en la maquina de
enfriamiento con nitrégeno liquido, predeterminado entre -5.5 y -7° C. Luego se inducia
la cristalizacién (“seeding”), en la columna que contiene el embrién, para poder
continuar con el enfriamiento a una tasa de 0.3-0.6°C/min hasta llegar a -32°C. Por
ultimo, las pajillas eran retiradas de la maquina y almacenadas en un tanque de

nitrégeno liquido (Murillo Rios 2018, Youngs 2011).

2.7. Transferencia de embriones: en fresco y crio-preservados

Para la transferencia de embriones, tanto en fresco como crio-preservados, es
crucial sincronizar el ciclo estral de la vaca receptora con el estado de desarrollo del
embridn. Siendo asi, las receptoras eran seleccionadas a partir de la observacion del
celo natural o inducido, a partir del cual se dejaban pasar 6-7 dias, para acoplarse al
estado de desarrollo del embrién al momento de la transferencia, con presencia de un

cuerpo luteo (CL). Para la transferencia de multiples embriones en un mismo dia, se
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puede utilizar un protocolo de Transferencia de Embriones a Tiempo Fijo (TETF),
donde se preparan varias receptoras, sin la necesidad de deteccién de celo, con
protocolos de Ovsynch o Cosynch (Niemann y Wrenzycki 2018). Para la transferencia
de embriones en fresco se debe sincronizar el celo de la donadora con sus
correspondientes receptoras, por o que se aplica el protocolo de sincronizacion de
manera simultanea en ambas.

Durante la pasantia se utilizé el Ovsynch, que consiste en la aplicacion de GnRH
(dia 0), con el fin de inducir la ovulacion del foliculo dominante presente y la generacion
de una nueva onda folicular. Seguidamente, siete dias después se aplica PGF (dia 7)
para inducir luteolisis y 48 horas después (dia 9) se aplica GnRH nuevamente, para
inducir liberacién de hormona leutinizante (LH) y sincronizacion de la ovulacion (Bo et
al. 2004).

Pasados siete dias desde la segunda aplicacion de GnRH, se evalua la posible
receptora con ultrasonido y se confirma la presencia de un cuerpo luteo funcional,
encargado de secretar PG, hormona que participa en el reconocimiento materno y es
esencial para el mantenimiento de la prefiez (Thomson et al. 2021). Luego se procede
a preparar la vaca receptora, aplicando anestesia epidural y desinfectando la vulva.

En el caso de embriones crio-preservados, se realiz6 el protocolo de
descongelamiento de la siguiente manera. Primero, se retir6 la pajilla del tanque de
nitrégeno y se mantuvo en el aire por 3-5 segundos. Luego, se colocaba en un bafo
maria a 37°C por 30 segundos. Por ultimo, se seco la pajilla, se removio el tapdn de
identificacion del embrion y luego, se procediéo a montar la pajilla en la pistola de TE

(Youngs 2011). En el caso de transferencias en fresco, se llena una pajilla con tres
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columnas de medio de mantenimiento (“holding”) separadas por una burbuja de aire y
en la columna central se coloca el embrion (Bo y Mapletoft 2018).

La pistola de transferencia cargada con su correspondiente pajilla era cubierta
con una funda y camisa sanitaria. En el traslado de la pistola preparada hacia la
receptora, se deben evitar cambios drasticos en temperatura, la cual debe mantenerse
similar a la corporal. De hecho, la pajilla de transferencia debe alistarse justo antes de
transferir, debido a que el tiempo transcurrido afecta el establecimiento de la prefez,
idealmente no mas de cinco minutos (Niemann y Wrenzycki 2018). La pistola era
introducida hasta el cérvix, donde se retiraba la camisa sanitaria, antes de atravesarlo
y se avanzaba hasta el apice del cuerno uterino ipsilateral al CL, lugar de eleccién para

depositar el embrion (Youngs 2011, Filipiak y Larocca 2012).

2.8. Otras actividades realizadas

2.8.1. Ecografia del tracto reproductivo femenino

La ecografia es una herramienta valiosa para el estudio de estructuras
anatomicas y funcionales del aparato reproductor de la vaca.

La pasante observo y asistio al médico de planta al utilizar el ecografo en las
sesiones OPU a través de la pasantia para la identificacion de foliculos.
Adicionalmente, se permitid a la pasante realizar la evaluacidon reproductiva con
ecografo, bajo supervision del médico de planta. De esta manera se realiz6 diagnostico
de prefiez en vacas de la estacion de donadoras y tres fincas asociadas con la
empresa. Ademas, se participo en la seleccidon de receptoras, donde se confirmaba la

presencia de un CL con ecografia en dos fincas.
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2.8.2. Visitas a la estacion de colecta de semen RBB

La estacion de colecta de semen RBB Rinderproduktion Berlin-Branderburg
GmBH?”, donde la pasante realizé visitas del 22 al 25 de mayo, se enfoca en la
produccion de pajillas de semen de alta calidad. En esta estacidn se realiza el
procesamiento completo del semen, desde la colecta hasta el envio para distribucion
de pajillas congeladas. Durante el tiempo en esta instalacion se observo con detalle
dicho proceso.

Este centro aloja toros de la empresa y adicionalmente renta espacios a
propietarios que quieran obtener pajillas de sus propios machos. Todos los animales
alojados en las instalaciones contaban con un comprobante de salud emitido por un
veterinario para evitar la entrada de enfermedades, en especial de transmision sexual
como diarrea viral bovina, tricomoniasis, brucelosis, leptospirosis, entre otras.

Las instalaciones cuentan con recintos individuales para los animales y recintos
de colecta, donde utilizan un compafnero de monta para estimular el toro. Una vez que
el toro realiza la monta falsa, se desvia el pene y se introduce en una vagina artificial
para estimular la eyaculacion.

El laboratorio se encuentra adyacente a la sala de colecta, por lo que el eyaculado
es procesado inmediatamente. En este punto se determina concentracién, volumen y
motilidad progresiva con un sistema de analisis seminal asistido por computadora
(CASA por sus siglas en inglés). A partir de la concentracion, se determina la cantidad
de dosis obtenidas de ese eyaculado, que es un aproximado de 20 x 108

espermatozoides/dosis (Almela Veracruz 2014).
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Posteriormente, el semen es mezclado con el diluyente, segun el volumen y
concentracion y es colocado en una camara fria a 5°C por 24 h, para equilibrar la
solucion. En el dia 2, se agrega el crio-protector y se empacan las pajillas de 0,25 mL,
que finalmente son colocadas en la maquina de congelacion automatizada con
nitrogeno liquido que disminuye la temperatura en un rango de -10°C a -80°C/min
(Gordon 2003).

Por ultimo, las pajillas son almacenadas en un tanque de nitroégeno liquido, donde
se mantienen en cuarentena por un mes. Luego son transportadas al depdsito de
semen ubicado en la misma estacidon de colecta. A partir de ahi son enviadas a los

respectivos clientes o propietarios.

2.8.3. Curso de IA.
Durante la semana del 24 al 27 de abril la pasante participé en un curso de IA
impartido por “Instituto de Reproduccién de Animales de Granja Schonow e.V.”,

ubicado en el mismo edificio que el laboratorio Phonix Repro.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Produccioén de embriones in vitro

Se participé por medio de observacion, discusion y asistencia en las diferentes
etapas de las rondas semanales de PIV de vacas comerciales. Esa empresa realizaba
por mes la aspiracion folicular de aproximadamente 50 novillas, produciendo en
promedio unos 150 embriones in vitro por mes. Un 95% de estos fueron congelados y
un 5% se prepararon para transferencia en fresco.

Se colabor6 también en la preparacion de tubos de IVM y placas de IVF e IVC
(n= 175). Ademas, se asistid en las pruebas de control de calidad semanales del
laboratorio, que incluian control de temperatura en las placas térmicas, revision de
concentraciones de gases (nitrégeno y didéxido de carbono) en las incubadoras y
monitoreo de las concentraciones de los tanques de gases del laboratorio, entre otros.

En las siguientes secciones se detalla la participacion practica en las diferentes
etapas de PIV por parte de la pasante, enfocado en sus propias rondas de produccion

de embriones. Adicionalmente su participaciéon en OPU.

3.1.1. Recuperacion de ovocitos
Para la recuperacion de COC se realizaron cinco recuperaciones, distribuidas a
lo largo de la pasantia (Figura 2), utilizando el método de rayado, mediante cortes al

ovario ex vivo.
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Figura 2. Distribucion de la cantidad de ovarios procesados con el método de rayado
al ovario ex vivo y la cantidad de COCs recuperados en cada ronda de PIV

Como se muestra en la Figura 2, la cantidad de COC recuperados varia, con un
total de 167 COC recuperados, para un promedio de 3,6 COC por ovario. La tasa de
recuperacion depende de varios factores, por ejemplo el estado de los ovarios
obtenidos de planta de cosecha, que depende de factores tales como la calidad y
cantidad de foliculos presentes en cada ovario, la condicion corporal y de salud las
vacas, entre otros.

A lo anterior se suma el hecho de que la recuperacién de COCs por el método
de rayado del ovario, se realizé posterior a la aspiracion directa realizada por los
miembros del equipo Phonix. En otras palabras, la mayor parte de los foliculos y sus

COCs ya habian sido extraidos.
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En relacién con la colecta de COC in vivo, la pasante participé en procedimientos
OPU realizados en calidad de asistente de un veterinario de planta, encargado de las
actividades de campo. Dentro de las funciones realizadas se incluyen la preparacion
del equipo para OPU, revision de la presion de aspiracion, introduccion de la sonda de
US en la vagina, introduccion de la aguja en el sistema de guia, control de la bomba
de vacio y manejo del registro de resultados. En total se colaboré en 51 aspiraciones
foliculares y en el Cuadro 5 se desglosa la cantidad de OPU en la que se participd por

mes.

Cuadro 5. Distribucion de la participacion en OPU por mes.

Mes Cantidad de OPU
Marzo 18

Abril 6

Mayo 16

Junio 11

La tasa de recuperacion de COCs varia segun factores técnicos y bioldgicos.
Dentro de los primeros estan la calidad del US, diametro de la aguja utilizada, presion
de aspiracion y experiencia del operador. La presion se mide en mililitros aspirados
por minuto que deberia de estar en un rango que mantenga la morfologia de los COCs,
aproximado de 20-26 ml/min. Si la presion es muy baja disminuye las posibilidades de
extraccion del ovocito, pero si es muy alta afecta la calidad del ovocito al denudarlo de
las células del cumulos (Palma 2001).

Por otro lado, existen factores bioldgicos que afectan los resultados OPU. Por

ejemplo, la presencia de foliculos dominantes disminuye la capacidad de los foliculos
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subordinados (Bols y Stout 2018). Adicionalmente, las vacas donadoras se pueden
estimular previamente con hormonas para modificar la actividad ovarica y como
resultado se puede modificar la calidad y la cantidad de COCs recuperados (Alvarado
Malca et al. 2016). Ademas, el estado fisiolégico y condicién corporal de la donadora
influencian la capacidad de recuperacion. Se han reportado oocitos de mala calidad
en animales con baja condicion corporal (Bols y Stout 2018). El procedimiento OPU se
puede realizar en animales desde novillas prepuberales hasta vacas adultas prefiadas

de tres meses (Bols y Stout 2018; Qi et al 2013).

3.1.2. Determinacion de la calidad de COCs

La clasificacién de los COCs recuperados durante las rondas de PIV a cargo de

la pasante se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Clasificacién por calidad de los COC recuperados por la pasante en las
rondas de produccion de embriones in vitro, antes de MIV.
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Estos COCs fueron clasificados con los criterios especificados previamente en el
Cuadro 2. La importancia de definir de manera eficiente la calidad de un COC radica
en que esta determina su capacidad de reiniciar meiosis, interactuar con el
espermatozoide, producir un zigoto funcional y la subsecuente activacion del genoma
embrionario (Luciano y Sirard 2018). En concordancia con lo anterior, los COCs grado
| 'y Il fueron seleccionados para continuar con MIV.

La clasificacion segun calidad es basada en una evaluacion visual de su
morfologia, tomando en cuenta varios factores. Primero, el grado de compactacion y
cantidad de células del cumulus, ya que los ovocitos tienen una conexion entre las
células del cumulus que rodean la zona pelucida y el ooplasma a través de uniones
tipo GAP conocidas como terminaciones de procesos de las células del cumulo
(CCPEs por sus siglas en inglés) (Niemann y Wrenzycki 2018). Estas uniones son
vitales en la capacidad de maduracion y fecundacion del ovocito (Hoshi 2003).
Segundo, se debe observar la homogeneidad y transparencia del ooplasma. Por
ultimo, se revisa el tamano del ovocito, puesto que un oovocito pequefio menor a 110
gm tiene una menor posibilidad de reiniciar exitosamente la meiosis (Niemann y

Wrenzycki 2018).

3.1.3. Maduracion In vitro (MIV)
Pasado el tiempo de incubacion para MIV, se seleccion6 los COCs maduros y

viables para continuar con FIV, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Seleccién de COC’s viables para continuar a FIV dentro de las rondas de
produccion de embriones de la pasante.

Los ovocitos post nacimiento se mantienen en estado diploide en meiosis |.
Posteriormente, a partir de la pubertad en cada ciclo estral se disparan picos de la LH
y la FSH que inducen la reanudacion de la division celular, concluyendo con la meiosis
| y continuando hasta la metafase Il, donde el ovocito se detiene nuevamente.
Seguidamente, con la ovulacion se expulsa el segundo cuerpo polar y se obtiene un
ovulo maduro listo para ser fecundado. Este proceso es conocido como maduracion
nuclear (Ferreira et al 2009).

Al mismo tiempo, el citoplasma del ovocito se reorganiza para esperar la
fertilizacion y posterior inicio del desarrollo embrionario, conocido como maduracion

citoplasmatica. Durante este periodo suceden varios eventos entre estos: metabolismo
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de carbohidratos y lipidos, modificacion de funcion mitocondrial y reubicacion,
reduccion de radicales libres, programacion epigenética, comunicacion de CCPEs y
secrecion de factores de crecimiento derivados del ovocito (Niemann y Wrenzycki
2018).

La MIV simula el proceso de ovulacion que inicia con la extraccion del évulo del
medio folicular y se fortalece con el soporte de sustancias dentro del medio de
maduracion que permiten la expulsién del segundo cuerpo polar (Ferreira et al. 2009).
De esta forma se inducen los procesos de maduracion nuclear y citoplasmatico;
simulando el liquido folicular (Niemann y Wrenzycki 2018). Cabe destacar que los
embriones madurados in vitro son de menor calidad que aquellos in vivo. Esto debido
a multiples factores, en especial el estrés oxidativo generado por el proceso in vitro
(Callesen et al 2019).

La maduracion es evaluada por el nivel de expansion de las células del cumulo
(CCs), ya que se asocia con una normalidad fisiolégica del 6vulo. Las CCs ayudan a
sincronizar la maduracién nuclear y citoplasmatica, proporcionando soporte y nutricién
al ovocito. Adicionalmente, in vivo estas células brindan la capacidad de adherirse al

tracto reproductivo femenino (Gordon 2003; Turathum et al. 2021).

3.1.4. Fertilizacion In-vitro (FIV)

Se tuvo la oportunidad de practicar el método de separacién del semen, mediante
la técnica simple de dos gradientes. Se realiz6 el procedimiento con siete pajillas de
menor calidad, asi como durante las cinco rondas de PIV, para las que se utilizo el

semen de un toro control con un semen de alta calidad, destinado para fertilizar los
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COCs de matadero. Luego de la técnica de separacién, se realizé una evaluacion de
la motilidad post-descongelacion y concentracion seminal de las muestras. En la

Figura 5 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 5. Datos obtenidos a partir del procesamiento del semen para FIV: motilidad
post-descongelacion y concentracion seminal expresada en numero de
espermatozoides x 10%/ml.

En el sistema reproductor de la hembra, el espermatozoide sufre cambios

estructurales, dados por reacciones bioquimicas y fisiolégicas que permiten la

seleccion de los espermatozoides con expresion de patron de motilidad hiperactiva,



39

capacidad de responder a sefales del ovocito y llevar a cabo una eventual reaccion
acrosomica exitosa (Gordon 2003; Rodriguez-Almeida et al 2008).

La separacion de espermatozoides por gradiente, busca concentrar la mayor
cantidad posible de espermatozoides con morfologia normal y motilidad aceptable en
un volumen pequefio que debe estar libre de detritos, células no espermaticas y
espermatozoides muertos (Salazar Cartin 2019). Con la técnica simple de dos
gradientes se separan los componentes de la muestra de semen por gradiente de
densidad, de manera que aquellos espermatozoides con motilidad aceptable nadan al
fondo del tubo formando un pellet, que es la porcion con espermatozoides mas viables.
Este método es superior al de “swim up” puesto que permite obtener una mayor tasa
de recuperacion de espermatozoides satisfactorios, ademas de buena separacion de
detritos y otras células (Gordon 2003, Salazar Cartin 2019).

Seguidamente, la pasante realiz6 la fertilizacion de los COCs con adecuada
maduracion (n=107), procesados durante cinco rondas. Durante el tiempo de
incubacion, el gameto masculino debe pasar la capa de células del cumulo, realizar la
reaccion acrosoémica para penetrar la zona pelucida y adherirse al oolema activando
el ovocito. Una fertilizacién exitosa se caracteriza y evidencia por la extrusion del
segundo cuerpo polar y la formacion de los pronucleos femenino y masculino
(Niemann y Wrenzycki 2018).

Cabe destacar que las condiciones en las que se incuban los gametos favorecen
el éxito de la fertilizacién que depende de muchos factores que buscan simular la
situacion in vivo. Para citar algunos ejemplos, el manejo de la concentracion de

oxigeno durante la fertilizacidn es vital, ya que es una fuente de especies reactivas de
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oxigeno. Estas moléculas pueden ser perjudiciales para los espermatozoides en altas
concentraciones, sin embargo, son necesarias como segundos mensajeros para la
capacitacién, hiperactivacion y reaccién acrosomica. Siendo asi, in vitro, se ha
demostrado que concentraciones de oxigeno aproximadas del 20% son
indispensables durante la fertilizacion y maduracion lo que aumenta la cantidad de
blastocistos obtenidos (Morado et al. 2009, Park et al. 2011). Ademas, la temperatura
debe ser similar a la temperatura corporal de la vaca, por lo que los gametos son
incubados a 39°C. También hay que tomar en cuenta muchos otros factores como los
ingredientes del medio, incubacidn en grupos en lugar de ovocitos individuales, estrés

oxidativo, entre otros (Gordon 2003).

3.1.5. Cultivo In-vitro (CIV)

Previo a la colocacion de los posibles cigotos producidos por la pasante en CIV,
se realiz6 la respectiva denudacion (n= 101). A pesar de que las células del cumulo
son de vital importancia durante la fertilizacion, para el desarrollo embrionario pueden
ser perjudiciales. Esto debido a que estas células en el medio de cultivo consumirian
sus componentes, agotando las fuentes energéticas por efecto competitivo con los
embriones (Gordon 2003).

Los posibles cigotos fueron cultivados en un medio de cultivo, que tiene los
nutrientes necesarios para permitir el desarrollo embrionario. Actualmente se utiliza
ampliamente medio sintético de fluido del oviducto (SFO) (Niemann y Wrenzycki 2018).
Estos medios se han fabricado tomando en cuenta el metabolismo del embrion, las

preferencias de sustrato energético, pH, osmolaridad y otros requerimientos nutritivos
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como aminoacidos, macromoléculas, agua y sales (Gordon 2003). La cantidad y
calidad de blastocistos obtenidos esta directamente relacionada con la calidad del
medio utilizado (Niemann y Wrenzycki 2018).

A las 24 horas de CIV, se retiraron las muestras de la incubadora y se evaluo la

division celular. En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos en los cultivos

obtenidos.
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Figura 6. Resultados de la revisidon de division celular en el dia 1 (24 horas) de CIV,
se muestra la cantidad de embriones colocados en CIV, la cantidad de
embriones divididos y el porcentaje de division.

En el gréfico se evidencia una disminucion del porcentaje de division celular
obtenido en la cuarta ronda de produccion (16 de junio). Esto se asocia con la

manipulacion de un numero mayor de COCs, pues en las rondas anteriores se

manejaron 15, 14 y 13 COCs, cuando en esta ronda se manejaron 24. Siendo asi, se

Porcentaje (%)
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aumenta el tiempo de manipulacién de los embriones a la hora de hacer la denudacién
en el dia 0 de CIV. Esto implica un mayor tiempo fuera de la incubadora la cual ofrece
un ambiente optimo para el desarrollo embrionario. Esto se ve evidenciado en la
disminucién de estructuras con division celular. Luego, en la quinta ronda (23 de junio),
hubo una mejoria significativa en el porcentaje de division celular a pesar de manejar
mas COCs. Debido a los hallazgos en la ronda 4, se decidi6 utilizar una placa de FIV
adicional para denudacion. De esta manera, se seleccionaron grupos de 6-8 posibles
cigotos de la placa de FIV y fueron traspasados a la placa adicional. Posteriormente
se devolvio la placa con el resto de posibles cigotos a la incubadora, mientras se
denudaba el pequefio grupo y se pasaba a CIV. Luego, se repetia nuevamente el
proceso hasta denudar la totalidad de los COCs. De esta manera, se observo una
mejoria significativa en el porcentaje de division celular.

A partir de las 24 horas de cultivo, la cantidad de blastomeros continua en
aumento sin afectar el tamafo del embridn, al estar encapsulado en la zona pelucida.
Inicialmente el embrién depende del genoma materno para iniciar el desarrollo, pero
cuando alcanza 8-16 células, se da la activacion del genoma embrionario (Cagnone y
Sirard 2014). Una vez alcanzadas las 16 células, el embridon es conocido como moérula,
aproximadamente entre los dias 3-5 de CIV (Filipiak y Larocca 2012).

Durante este estado se sintetizan proteinas especificas que favorecen las
uniones intercelulares oclusivas en los blastomeros periféricos que estan aplanados y
se desarrollan uniones gap en los blastdmeros internos. La formacion de estas uniones

favorece la compactacion de la moérula. Siendo asi, entre los dias 6-7 de CIV, se
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alcanza el estado de mérula compacta (Filipiak y Larocca 2012), donde se va formando
gradualmente una cavidad con liquido conocida como blastocele (Murillo Rios 2018).

Una vez desarrollado el blastocele, la estructura embrionaria se conoce como
blastocisto, dado entre los dias 6-8 de CIV (Filipiak y Larocca 2012). Esta estructura
embrionaria esta compuesta por: el trofectodermo, la capa exterior que eventualmente
forma parte de la placenta y membranas embrionarias; la masa celular interna definida
como el conjunto de células pluripotentes que forman tejidos embrionarios y, por
ultimo, el blastocele, formado por el liquido acumulado por las bombas de Na*/K* en
el trofectodermo. De tal manera, el blastocele continua expandiéndose junto con un
adelgazamiento de la zona pelucida y aumento del tamafno del embrion. En este punto,
se conoce como blastocisto expandido. Conforme sigue creciendo el blastocele, llega
un punto en donde el embridn eclosiona y es liberado de la zona pelucida (Gordon
2003; Murillo Rios 2018).

En los dias 5, 6 y 7 de CIV, se realizd la evaluacion y clasificacion de los
embriones, dos veces al dia (mafiana y tarde). Para los embriones producidos a partir
de vacas comerciales, se trabajo de manera observacional y mediante discusion
durante las evaluaciones semanales a cargo del personal de la empresa. Mientras que
los embriones producidos en las rondas de produccién propias, fueron clasificados
bajo la supervision del Dr. Gonzalez. Esto fue determinado segun los criterios
establecidos en los Cuadros 3 y 4, y el detalle de la clasificacion realizada se muestra

en el Cuadro 6.



Cuadro 6. Clasificacién segun estado y calidad de los embriones producidos por la
pasante.
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Una vez determinada la clasificacion, se logro establecer la tasa de produccion

de cada ronda PIV, como se muestra en la Figura 7, donde se presentan los resultados

finales.
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Figura 7. Resultados de las rondas de produccion de embriones in vitro realizados por
la pasante: cantidad de estructuras colocadas en CIV, cantidad de estructuras
embrionarias con division celular, cantidad de embriones obtenidos y
porcentajes de produccion.

Cabe destacar que el éxito de la produccion de embriones no depende

Unicamente de las condiciones de cultivo, sino de muchos otros eventos durante todo

el proceso, desde la colecta hasta la obtencién del blastocisto. Por tanto, hay que

prestar atencion a las condiciones de incubacion, concentracion de los gases, medio

de cultivo, aceite utilizado para cubrir el medio, placas de Petri utilizadas, riesgo de

contaminacion, volumen del medio y experiencia del operario Con respecto a la

concentracion de gases, en especifico el oxigeno, en el oviducto in vivo se maneja una

Tasa de produccién en %
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concentracion del 5-8,7%. Por lo que se ha demostrado que concentraciones del 5%
de oxigeno durante CIV favorece el desarrollo embrionario (Fischer y Bavister 1993,
Niemann y Wrenzycki 2018).
3.2. Produccién de embriones in vivo

Durante la pasantia, se participé6 de manera observacional y de asistencia con un
meédico veterinario de planta especialista en la producciéon de embriones in vivo. La
pasante colabor6 en un total de 8 procedimientos de recuperaciéon. En el Cuadro 7 se
muestra la cantidad de vacas procesadas para recuperacion de embriones in vivo, la
cantidad de embriones obtenidos y la cantidad de embriones viables, con su respectiva
clasificacion. Ademas, se incluye el destino de los embriones obtenidos, ya sea
criopreservacion o transferencia en fresco.

Cuadro 7. Representacion de los resultados obtenidos a partir de la produccién de
embriones in vivo en las que la pasante tuvo participacion.

Fecha del 4 de abril 12 de abril 8 de mayo
procedimiento
Cantidad de vacas 5 2 1
donadoras
Cantidad de 18 15 3
embriones
recuperados
Promedio de 3,6 7,5 3
embriones
recuperados por
vaca
Cantidad de 13 12 1
embriones viables
Clasificacién de 7:1 (n=6) 7:1 (n=2) 7:1 (n=1)
embriones viables 7:2 (n=4) 6:1 (n=7)

6:1 (n=3) 6:2 (n=3)
Destino: Criopreservacion Transferencia en Criopreservacion
criopreservacion o (n=13) fresco (n=10) y (n=1)
transferencia en criopreservacion
fresco (n=2)
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3.3. Criopreservacion de los embriones producidos in vivo e in vitro

Se colaboro en el proceso de criopreservacion del laboratorio con la preparacion
de las placas de soluciones de crioprotectores (n= 83), tanto para la congelacién de
los embriones producidos por la pasante como placas de practica.

Ademas, se realiz6 un total de 73 practicas de llenado de pajillas, tanto con los
embriones producidos durante las rondas propias de PIV como en practicas con
embriones de baja calidad descartados de los cultivos de vacas comerciales.
Adicionalmente, se realizo el proceso completo de congelacion lenta en un total de
ocho muestras, siete embriones producidos por la pasante y un embrion de baja
calidad como practica, este ultimo fue descartado después de la congelacion.

Con respecto a la criopreservacion, este procedimiento tanto en semen como en
embriones, es un proceso que disminuye la temperatura drasticamente, reduciendo el
metabolismo y permitiendo una conservacién por largos periodos de tiempo. Dentro
de la produccidn bovina, este procedimiento tiene ventajas tales como: evitar
dependencia de ciclicidad reproductiva y estado fisiologico de las vacas, creacion de
bancos de recursos genéticos, comercializacidon internacional de embriones, entre
otras (Murillo Rios 2018).

A la hora de preservar un embrion hay que tomar en cuenta que un 80% de su
contenido es agua y se comporta como una membrana semi-permeable, capaz de
reaccionar a presiones osmoticas de su ambiente. Siendo asi, no se puede hacer una
congelacion ultra rapida porque el agua interna se cristaliza y da muerte al embridn.
Por otro lado, la congelacion ultra lenta, permite la cristalizacion del medio externo, lo

que deshidrata el embrién por incremento de la presion osmoética y también causa
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muerte del embrion. Por tanto, se utiliza una congelacién lenta con uso de
crioprotectores los cuales evitan dafios causados por la cristalizacion intra y
extracelular (Filipiak y Larocca 2012).

Los crioprotectores son clasificados como permeables o intracelulares e
impermeables o extracelulares. Los primeros, incluyen el glicerol, D.M.S.O. y
etilenglicol; estos reducen la cristalizacion intra y extracelular. De esta manera, se
mantiene la fase liquida mientras se da la disminucion de temperatura. Luego estan
los crioprotectores impermeables, que son moléculas grandes como la sacarosa, acido
hialuronico y ciertas proteinas que modifican el balance osmdtico, evitando la
deshidratacion del embrion (Filipiak y Larocca 2012).

Inclusive utilizando crioprotectores, los embriones sufren dafios morfologicos y
funcionales durante la criopreservacion. Sin embargo, los embriones tienen una alta
capacidad de regeneracion y de retomar el desarrollo, por lo que el objetivo de estos
protocolos de conservacion es minimizar el dafio y aumentar la regeneracion celular
(Vatia y Kuwayama 2006). Los embriones PIV tienen una moderada tasa de
supervivencia a la criopreservacion, sin embargo, son mas sensibles al proceso de
congelamiento que aquellos producidos in vivo, sobre todo en etapas tempranas del
desarrollo, antes de blastocisto (Gordon 2003).

La técnica utilizada en esta pasantia (congelacién lenta) esta ampliamente
estandarizada, consiste en la disminucion controlada de temperatura que permite un
intercambio de soluciones entre el ambiente intra y extracelular, evitando efectos

significativos osmoticos o deformacion de células, aunque siempre se da cierta
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formacion de cristales. Se utilizan bajas concentraciones de crioprotectores, los cuales
se asocian con baja toxicidad y shock osmdético (Niemann y Wrenzycki 2018).

Por otro lado, la vitrificacidn es un proceso de congelacion rapido que utiliza un
medio con altas concentraciones de crioprotectores que se solidifican, evitando la
formacion de cristales y aumentando la viscosidad de la muestra. Esta técnica tiene la
ventaja de que disminuye el dafio al embrion por el cambio de temperatura y la
cristalizacion. El éxito de la técnica depende de: volumen y viscosidad de la muestra,
tasa de enfriamiento y experiencia del personal (Filipiak y Larocca 2012, Niemann y
Wrenzycki 2018). Durante la pasantia no se realizé el procedimiento; sin embargo, fue
manejado mediante discusiones semanales con el Dr. Gonzalez.

Cabe destacar, que la técnica comunmente utilizada para preservar embriones
producidos in vivo es la congelacion lenta. Al tener una buena tasa de supervivencia
post-congelacion (Gémez et al. 2008). Sin embargo, se ha demostrado que los
embriones producidos in vitro sufren mas por la cristalizacion y tienen una tasa menor
de retorno a desarrollo embrionario. Siendo asi, la vitrificacién es un método alternativo
para preservacion de embriones in vitro, al tener una mejor tasa de supervivencia
embrionaria y ser mas rapido. Por otro lado, requiere de personal entrenado y equipo

especializado para obtener resultados exitosos (Do et al 2019).

3.4. Transferencia de embriones: en fresco y criopreservados
Durante la pasantia, se hizo seleccion de receptoras segun los criterios descritos.
Para ello se realizé US transrectal, revision de fecha de celo y evaluacién de condicion

corporal. Lo anterior fue llevado a cabo por la pasante, bajo supervision del médico de
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planta. En total se evaluaron 17 animales, de los cuales 13 fueron seleccionados como
receptoras. Se rechazaron cuatro animales: dos vacas prefiadas y dos sin cuerpo luteo
(CL) por fallo en la deteccion de celo.

Ademas, se participo en calidad de asistente en la transferencia de embriones
(TE), siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Las TE fueron realizadas en fincas
asociadas al laboratorio Phonix Repro, con la transferencia de tres embriones en
fresco y 10 criopreservados, para un total de 13 TE.

Adicionalmente, la pasante realiz6 el proceso de descongelamiento de embriones
criopreservados de sus rondas de PIV. Esto con el fin de evaluar la tasa de
supervivencia de los embriones al proceso de criopreservacion. Para esto se
descongelaron siete embriones siguiendo el protocolo descrito en la metodologia.
Luego el contenido de las pajillas fue depositado en una placa Petri con medio de CIV.
Posteriormente fueron incubados por 24 horas para evaluar su tasa de supervivencia
y desarrollo embrionario. Un total de siete embriones sobrevivieron el proceso de
congelamiento y retomaron el desarrollo embrionario, lo que se evidenciaba en el

crecimiento y eclosion de los mismos (Figura 8).
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Figura 8. Embriones post-descongelacion e incubacion: viables y con reinicio de
desarrollo embrionario. A: Blastocisto en proceso de eclosion (8:1); B:
Blastocisto totalmente eclosionado (8:1); C y D: Blastocisto eclosionado (8:2);
E: Blastocisto expandido (7:1); y F: Blastocisto expandido (7:2).
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3.5. Otras actividades realizadas

3.5.1. Ecografia del tracto reproductivo femenino.

Se tuvo la oportunidad de realizar 98 US. La ecografia tiene muchas funciones,
entre esas: diagnostico de prefiez, evaluacidn de estructuras reproductivas,
seguimiento de eventos fisiologicos, entre otros. La pasante realizé US reproductivos
para deteccion de prefiez y seleccién de receptoras, bajo supervisién de los médicos
veterinarios a cargo. Adicionalmente, se utiliz6 US durante los procedimientos OPU,
por lo que se practico de manera observacional durante estas sesiones (n=51) a cargo
del médico de planta.

La ecografia transrectal es una herramienta que ha tomado valor dentro de los
avances en reproduccion bovina. Esta técnica ha permitido el diagnostico de prefiez
temprana por confirmacién directa de la presencia de una estructura embrionaria
resultando en una disminucion del intervalo entre servicios y disminucion de los dias
abiertos. Ademas, se puede obtener informacion de la gestacion como edad fetal,
viabilidad, presencia de gemelos y determinacion del sexo. Otro aspecto de
importancia es que posibilita la evaluacién de los 6rganos reproductivos y la
determinaciéon de patologias ovaricas, uterinas, cervicales y vaginales como
pidmetras, quistes ovaricos, endometritis, entre otras. De igual manera, permite hacer
un seguimiento de los tratamientos establecidos para estas condiciones. Ademas, es
una técnica no invasiva que ha permitido un mejor entendimiento del funcionamiento
del ovario y sus dinamicas foliculares. Esto ha traido grandes avances en técnicas mas
avanzadas como manipulacion hormonal del ciclo estral, seleccion de receptoras para

TE y OPU (Pieterse 1999, Gutiérrez-Lizarazo y Baez Sandoval 2014; Colloton 2015).
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3.5.2. Estacion de colecta de semen RBB.

Durante la visita a la estacion de colecta de semen, se participo en las actividades
rutinarias del centro. Dentro de lo cual se observo la colecta con vagina artificial de un
total de 17 toros. Seguidamente, se realizo el analisis del semen en el laboratorio
adyacente a la sala de colecta. Se evalu6 volumen, concentracion seminal y motilidad
progresiva, para la totalidad de las muestras (n=17).

Dentro del protocolo del laboratorio, se monitoredé la estabilidad de la
preservacion de las muestras por lo que se evalu6 la morfologia post-
descongelamiento en los dias siguientes al congelamiento de las pajillas. La pasante
realizo el conteo de defectos morfoldgicos en cuatro muestras, bajo supervision del
meédico de planta.

Adicionalmente, se realizé la revision clinica de dos toros con disminucion en
calidad de produccién seminal, para lo cual se realizé un examen objetivo general y un
US testicular. El primer toro presentaba una lesion dermatoldgica en la base del cuerno
izquierdo, por lo que se asocio el menor rendimiento en produccion con el estrés
asociado a la condicién. El segundo toro, presentaba defectos morfologicos
significativos en el analisis de sus muestras de semen. En la evaluaciéon de US
testicular se diagnosticdé degeneracion testicular.

Si bien una evaluacion del desempefio reproductivo del toro no permite predecir
las tasas de prenez, puesto que estas dependen de factores nutricionales, sanitarios
y de manejo, si permite identificar toros subfértiles e infértiles. La subfertilidad del
macho se asocia con fallo reproductivo, por semen de mala calidad, bajo volumen o

estado de salud del animal. De ahi la importancia de hacer una evaluacion integral del
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toro antes de incorporarlo a un programa reproductivo, incluyendo un examen clinico,
una evaluacion del libido y un estudio de la calidad seminal (Butler et al. 2020; Paez-
Bardn y Corredor-Camargo 2014).

Siendo asi, estaciones de colecta como la de RBB, donde se realiza seleccion
de acuerdo con la evaluacion integral, permiten mejorar el desempefio reproductivo de
los hatos. Esto a partir de una adecuada seleccion y manejo de los toros, que incide
en un aumento de las tasas de concepcidn, ademas de mejorar parametros
productivos por medio de seleccion de buena genética. Adicionalmente, al aumentar
la produccion de pajillas de buena calidad, se vuelve mas accesible la compra de
pajillas de semen para los productores, favoreciendo la diseminacion de genes
deseables en el hato (Butler et al 2020; Paez-Bardén y Corredor-Camargo 2014).
3.5.3. Curso de IA.

Durante la pasantia se asistio a un curso de |IA impartido por el “Instituto de
Reproduccion de Animales de Granja Schonow e.V.”. El componente tedrico del curso
abarco charlas de fisiologia reproductiva basica, disefio de protocolos de inseminacion,
introduccién a los instrumentos de |IA, ciclo estral y sistemas de deteccion de celo,
meétodos de colecta de semen y manejo del semen para IA.

Dentro del componente practico se realizaron primeramente practicas de pasaje
de la pistola de IA, tanto en tractos de planta de cosecha como en maniquis de practica
(n=12). Luego, se realizaron practicas con vacas, para examen rectal, paso de la
pistola al utero (n=29) e inspeccion visual del cérvix con espéculo (n=8). Por ultimo, se

utilizé el protocolo de descongelamiento de semen para IA (n=19).
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Adicionalmente, se particip6 de manera observacional en la |A de cuatro vacas
donadoras de embriones in vivo superovuladas, se realizé de manera practica la
descongelacion del semen y se asistio en la |A. Esta fue realizada dos veces en un dia
a cada vaca, para un total de ocho IA.

En consecuencia, este curso permitié refrescar conocimientos teodrico-practicos
de la técnica de IA, lo que es de suma importancia dado que sigue siendo la técnica
de reproduccion asistida con mayor implementacion e impacto en el mejoramiento

genético de los hatos a nivel mundial.
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4. CONCLUSIONES
4.1. La practica realizada permitié el desarrollo de destrezas y la obtencién de
experiencia tedrica-practica en técnicas de reproduccion asistida en ganado lechero,
las cuales son indispensables para un mejoramiento genético acelerado, aumentando
la eficiencia reproductiva bovina.
4.2. Asimismo, se desarrollaron destrezas y se generd conocimiento con respecto a la
produccion de embriones in vitro y OPU a través de la participacion observacional, de
discusion y practica en la casuistica semanal del laboratorio con vacas comerciales y
la produccién de ovarios ex vivo de planta de cosecha.
4.3. Se asistid en técnicas de produccion de embriones in vivo y transferencia de
embriones en fresco y crio-preservados y se obtuvo practica en la criopreservacion de
gametos masculinos en la visita a la estacion de colecta RBB y de embriones, en las
rondas de PIV a su cargo y en asistencia en la criopreservacion de embriones de vacas
comerciales.
4.4. Se obtuvo aprendizaje tedrico-practico en programas de |A, con la realizacion del
curso de |A. Ademas, se reconocio la importancia del uso de US reproductivo y su
aplicacion en las técnicas de biotecnologia reproductiva, asi como evaluacion de tracto
reproductivo, visualizacion de foliculos ovaricos, seleccidn de receptoras OPU, entre
otras.
4.5. Se discutio ampliamente diversos protocolos hormonales, los cuales se pueden
aplicar a sincronizacion de celo, superovulacién y estimulacion folicular. Ademas, se
registré la importancia de estos protocolos dentro de las técnicas mencionadas

anteriormente.



57

5. RECOMENDACIONES

El uso de biotecnologias reproductivas en Costa Rica requiere de mayor
planificacion, estudio y acciones que permitan determinar aspectos basicos de
seleccion. Esto debido a que en nuestro pais no hay un programa integral de
mejoramiento genético a gran escala establecido, y por tanto hay carencia de datos y
analisis de los mismos para realizar caracterizacion reproductiva, como edad al primer
parto, intervalo entre partos, entre otros. Esto limita el analisis, progreso genético y
productivo que se pueda generar con la aplicacion de tecnologias como TE, PIV, IA,
etc. Siendo asi, se recomienda a las autoridades nacionales, implementar un programa
de seleccion intensiva nacional con un equipo multidisciplinario de expertos para poder
aplicar estas tecnologias y predecir una mejoria significativa en el hato nacional a
mediano y largo plazo.

Esto traeria grandes beneficios para los productores. La reproduccion esta
directamente relacionada con el nivel de produccion. La ineficiencia reproductiva es
una de las mayores causas de pérdida econdmica dentro de una finca ganadera.

Una vez que se tenga mapeada la genética presente en el pais y las
caracteristicas y puntos por mejorar, la implementacion de nuevas tecnologias nos
permitiria acercarnos a las metas nacionales e internacionales. Mientras tanto, se
puede empezar a pequefa escala con el uso de estas técnicas en fincas junto con una
adecuada caracterizacion y seleccion interna, acompanada de importacion de genes

para el mejoramiento genético con el debido monitoreo de resultados.
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