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Formacion en produccion in vitro de embriones y
biotecnologias reproductivas aplicadas al
mejoramiento genético de los hatos ganaderos en
Antioquia

Julissa Andrea Ramirez Orozco

Resumen

La produccion de embriones in vitro actualmente ha cobrado importancia en el sector
ganadero por ser una técnica que ayuda a la mejora genética y eficiencia en Ila
produccién. En Colombia la produccion in vitro de embriones bovinos se ha ido
posicionando como una de las biotecnologias reproductivas con la que se han logrado
avances significativos a nivel de productividad, calidad y eficiencia reproductiva. Esta
técnica requiere la obtencidén y maduracion de ovocitos y su posterior fertilizacidon en
condiciones de laboratorio, por lo que requiere personal altamente calificado que
garanticen y obtengan una mayor cantidad y calidad de embriones. Finalizado este
periodo los embriones seran transferidos a una receptora o criopreservarlos en
termos de nitrégeno liquido hasta su transferencia en otro momento.

Por lo tanto, la produccion in vitro de embriones promueve la evaluacidn eficiente de
la capacidad fertilizante de espermatozoides y ovocitos, ayuda a la difusién del uso de
semen valioso y escaso y a el control de enfermedades de la esfera reproductiva, entre
otras.

El presente trabajo es una seleccion de informacién que busca despertar el interés
sobre esta técnica, adquirir conocimientos y socializar para que en el futuro se
difundan ampliamente y se aplique como una herramienta de mejora genética.

Palabras clave: Ovocitos, maduracién, fertilizacién, cultivo, criopreservacién,
transferencia.
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1. Presentacion

Mi proceso de pasantia inicio en enero del afio 2020 en las instalaciones del
laboratorio Vitrolab S.A.S en la ciudad de Medellin, gracias al apoyo y confianza por
parte de mi tutor enlace Erika herrera y a mi tutora Diana Maturana quien estuvo a
mi pendiente en el laboratorio durante todo el proceso de la pasantia. Dentro del
laboratorio logre afianzar mis habilidades y conocimientos sobre la técnica de
produccién in vitro de embriones bovinos logrando entonces una mayor capacidad y
confianza a la hora de desarrollar la técnica. Con lo anterior se espera aportar al sector
biotecnoldgico con personal altamente calificado en técnicas de alto impacto y que la
experiencia y el conocimiento generado puedan ser aplicado a otras areas como la
conservacién de la biodiversidad y la salud.

2. Resena de la institucion

El laboratorio Vitrolab S.A.S esta ubicado en la ciudad de Medellin, Antioquia, este
trabaja en la produccién in vitro, vitrificacion y congelacion de embriones bovinos y
de bufalos, en asociaciéon con Ge3 - Biotecnologia Animal. Este es un grupo
interdisciplinario de profesionales que se une con la finalidad de prestar los servicios
de biotecnologia animal y asesorias en el sector administrativo y de manejo de
producciones pecuarias.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Adquirir conocimiento y habilidades técnicas para la produccidén in vitro vy

criopreservacion de embriones bovinos.

3.2 Objetivos especificos
Aprender a seleccionar ovocitos bovinos aptos para maduracién in vitro siguiendo

criterios de calidad estandar.

Desarrollar habilidades para la seleccién espermatica y fertilizacidn in vitro.
Identificar los factores determinantes en un cultivo embrionario in vitro.
Desarrollar competencias basicas en criopreservacién de embriones bovinos.



4. Logros alcanzados

Se logré cumplir con todos los objetivos planteados en el cronograma, ya que fue
posible pasar por todos los espacios del laboratorio asignados para el desarrollo de
las actividades en el cronograma, que iban desde la busqueda, seleccién y clasificacion
de los ovocitos aptos para la maduracidn, administracién de los fluidos seminales para
la fertilizacion, protocolos para los cultivos embrionarios hasta el manejo de las
técnicas para criopreservacion de embriones. La pasantia se realizé desde el 27 de
enero hasta el 19 de marzo de 2020, con una asistencia aproximada de 7 horas diarias.
Inicialmente se planteé que su duracion fuese de 4 meses y medio, pero dada la
contingencia por la pandemia del coronavirus se dio por finalizada cumpliendo las
240h estipuladas en la ley.

5. Dificultades

Durante el periodo de pasantia se presentaron los siguientes inconvenientes:
Contingencia Sanitaria Nacional y aplicacién de medidas de distanciamiento social y
cuarentena obligatoria que dio inicio el 25 de marzo de 2020. Estas medidas
requirieron la evaluacion anticipada de los cumplimientos de los objetivos, los cuales
fueron aprobados con la salvedad de que la experiencia pudo ser mayor.



6.Resultados

6.1 Adquisicion de experiencia

Durante el transcurso de la pasantia se logrd adquirir conocimiento en todos los
procesos que conlleva la produccién in vitro de embriones bovinos, que van desde la
maduracion in vitro de los ovocitos (MIV) obtenidos de ovarios por medio de
aspiracion o punciodn folicular, la fertilizacién in vitro (FIV) de los ovocitos madurados,
el cultivo in vitro de los embriones hasta la criopreservacidn de los mismos, cada uno
de los pasos mencionados es un punto vital para el éxito del proceso.

La pasantia inicio con la capacitacion en la seleccidn de ovocitos que estuvieran aptos
para ser madurados en condiciones in vitro. En este método se realiza la recoleccion
de ovarios a partir de hembras sacrificadas en plantas de beneficio para ser sometidos
al proceso de aspiracion folicular, la cual proporciona grandes cantidades de ovocitos
en diferentes estadios de desarrollo embrionario. El transporte de los ovarios se lleva
a cabo en un termo con agua en la que se mantengan a una temperatura entre 35-
37°C con el objetivo de que lleguen en buen estado hasta el laboratorio (1).

Una vez en el laboratorio, los ovarios seran lavados con solucién salina fisiolégica
estéril para remover contaminantes. Cada ovario es secado suavemente con papel
toalla estéril, y los ovocitos seran recuperados desde foliculos de 2 a 8 mm. La
aspiracion de ovocitos es realizada con una jeringa para 5 a 10 ml unida a una aguja
18 para evitar el dafo de las células del camulus que lo rodean (2).

Los ovocitos obtenidos seran posteriormente seleccionados bajo lupa estereoscépica
(x30), conservando aquellos que presenten varias capas compactas de células del
cumulus y citoplasma homogéneo (grado 1-2) (3).

Tipo No. Células camulus Citoplasma
1 Capas miuiltiples, compactas de células Homogéneo y transparente
=Excelente (cuatro 0 més)
2 Capas multiples de células de ciimulus Homogéneo con zonas
=Bueno (entre unay tres) periféricas oscuras
3 Denudados Irregular con zonas oscuras
=Regular
4 Células expandidas Irregular con zonas oscuras
=Malo

Tabla 1. Categoria de complejos cimulus-ovocitos (CCO’S) para procedimientos de PIVE (Lindner
y Wright 1983).

Luego del llenado de tubos de 50ml conteniendo fluido folicular(ovocitos),los
complejos cumulus-ovocito se decantan y forman un pellet en el fondo del tubo, el



cual sera recolectado con pipeta Pasteur y se colocaran sobre una placa de busqueda
con medio de Lavagem, el propdsito de este lavado serd la eliminacién del fluido
folicular que vehiculiza los ovocitos, asi como posibles contaminantes provenientes
de la sala de puncién(3).Posterior a esto se procede a buscar los ovocitos la cual debe
realizarse lo mas rapido posible para prevenir los efectos adversos del
enfriamiento(2).
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Figura 1. Esquema de aspiracion de ovarios por puncién folicular (Restrepo,2008)

Una vez lavados y seleccionados, seran posteriormente colocados en grupos de 30
ovocitos por cada placa de cultivo, conteniendo medio de maduracién. El medio de
maduracion usado en el proceso es el Tissue Culture Medium-199 (TMC 199) con sales
Earle’s, suplementado con Suero Fetal Bovino (SBF) al 10%, FSH, LH, piruvato,
amikacina y Estradiol que tiene un efecto favorable en el desarrollo post maduracién
(1), este medio es el mas ampliamente usado para MIV en ganado y bufalos. La
preparacion de cajas Petri de medio de maduracidn se realiza con microgotas de 30ul
de medio, cubiertas con aproximadamente 3 ml de aceite mineral y se incuban a 38,5
°C, 5% de CO2 y a una humedad a saturacion durante un tiempo aproximado de 20-
24 horas para luego poder ser fecundados (2,3).
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Figura 2. Esquema de produccién in vitro de embriones (PIVE) bovinos (Palma, 2008)

Para efectuar la fecundacion In Vitro se utilizan muestras de semen congelado del toro
programado con la donadora (4). Si el semen esta congelado en pajillas en N2 liquido,
la misma debera descongelarse en un bano maria a 37°C, durante 30 segundos.
Posteriormente, una vez secada la pajilla se efectuard el corte de uno de sus extremos
y se lo introducira en una bolsa pldstica estéril y luego se efectuara el corte del otro
extremo y se descargara de este modo la columna de semen dentro de la bolsa estéril
anteriormente mencionada(1).

El semen a utilizar se prepara mediante la técnica de gradiente de Percoll para
remover el plasma seminal, el diluyente y obtener espermatozoides moviles (4).
Dentro del laboratorio el gradiente de Percoll se preparaba en un microtubo de 2 ml
en el cual se introducian 100 ul de Percoll al 90%, luego 50 ul de medio FIV y por ultimo
50 pl mas de Percoll al 90%, posteriormente se procedia a introducir el semen del toro
previamente seleccionado dentro del gradiente para luego centrifugarlo por 5
minutos a 9000 Rpm si era convencional o 1000 Rpm si era sexado. Luego con una
pipeta de 1000 pl se decantaba suavemente el semen muerto y los fluidos que se
encontraban en la parte superior del microtubo , dejando en el fondo los
espermatozoides vivos al cual se le agregaran 20 pul de medio FIV para centrifugarlo
nuevamente por 3 minutos a 4,5 Rpm para asegurase de que los espermatozoides
queden libres de Percoll pues este es toxico para ellos si se deja por tiempos
prolongados .Por ultimo se quita el exceso de medio FIV que se agregd anteriormente
y se dejan los espermatozoides solos en el microtubo hasta cuando se vayan a
fecundar los ovocitos.

Previamente los ovocitos deben ser lavados en gotas que contengan medio FIV para
quitarles el exceso de medio MIV en el que se encontraban. Las placas para la
fertilizacion en el laboratorio se preparaban utilizando 20 ul de medio FIV por cada
gota, luego se agrega en la placa 2000 ul de aceite mineral y por ultimo se le agregaban



50 pl de aceite mineral a cada gota desde arriba, con el objetivo de que la gota se
hiciera mas grande para proteger a los ovocitos que estan adentro.

Finalmente fertilizo los ovocitos con el semen ya capacitado, las cantidades de semen
gue se agregan a cada gota dependen del semen utilizado , pues si se trata de semen
convencional la cantidad de semen pueden variar entre 5-10 pl , mientas que si el
semen es sexado lo recomendable es empezar a fertilizar con una cantidad de 10 pl
ya que este semen en estas condiciones esta muy diluido y no rinde en el proceso de
la fertilizacion(se necesita mayor volumen).Para facilitar la penetracidon espermatica
en la FIV, los ovocitos previamente son denudados de células del cumulus .Los
ovocitos junto a los espermatozoides son dejados en la incubadora entre 12 y 22 horas
en un ambiente de 5% C02,38.92C de temperatura, y humedad a saturacion(2).

[ Capacitacion espermatica ]
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Figura3. Capacitacion espermatica por gradientes de densidad (Reproduccidn asistida ORG,2018)

Aquellos cigotos de 4 o mas células resultantes de la FIV son cambiados del medio de
fecundacion a un medio de cultivo embrionario (SOF) donde los embriones contintan
su divisidn celular a 8, 16 y 32 células hasta llegar a moérulas y blastocistos (3). El CIV
se realiza preparando gotas de medio de desarrollo SOF (Fluido sintético del oviducto)
de 70 ul,2000 pl de aceite mineral sobre la placa y 2000 ul del mismo sobre cada gota
del medio SOF donde se encuentran los embriones. Durante el CIV lo fundamental es
remover toda clase de desechos metabdlicos provenientes de la fase anterior, asi
como también espermatozoides muertos, y células de la granulosa mediante pipeteos
suaves para no maltratar los embriones. El objetivo de la remocion de todos estos
desechos en especial las células de la granulosa es para evitar la competencia que se
genera entre las células del cimulos y el embridn ya que estas ejercen presion sobre
el embrién y frenan el desarrollo embrionario. El cultivo de embriones es realizado en
una incubadora con aire humidificado, con 5% CO2 a 382C por 24 horas (2).
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Aproximadamente el 80% de los ovocitos quedan fertilizados y clivan hasta el estado
de dos células después de MIV, FIV, y de estos solo llegan el 40% de los embriones al
estado de blastocisto después de CIV (21). El cultivo embrionario corresponde al paso
mas prolongado dentro del proceso, es el periodo que determina la eficiencia global
del sistema, asi como la calidad de los embriones obtenidos (3).

La observacion de la tasa de clivaje es realizada aproximadamente 32 horas después
del inicio del CIV, aqui se realiza un feeding en el cual se cambia y agrega medio SOF
nuevo y se observa_el total de embriones que hay y los que clivaron con mas de 4
células(Dia 3)Figura 4 .Pasados dos dias se cambia y se agrega nuevamente medio SOF
sobre las placas de cultivo y se observan los embriones y mérulas que se tienen para
tener una predicciéon de mas o menos cuantos embriones se pueden empacar para
transferir al dia siguiente(Dia 6-7).Figura 5

Figura 5. Diagrama de embriones el dia 7 de cultivo.
Para clasificar la morfologia de los embriones bovinos, la IETS (International Embryo

Technology Society) establece 4 categorias numéricas, la primera pertenece a aquel
embrién en excelentes condiciones, pues su masa embrionaria es esférica y simétrica,
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y las células del blastémero son uniformes (tamafio, color y densidad), la superficie de
la zona pelucida debe ser lisas y sin anomalias y por lo menos el 85% del material
celular debe estar intacto y viable. La segunda categoria refleja un embridn con forma
irregular moderada refiriéndose a la apariencia de la forma, color, tamafio y por
supuesto la densidad de las células y solo al rededor del 50% del material celular
tendra que estar intacto y se ajustara a una masa embrionaria viable. La tercera
clasificacién presenta mayores irregularidades, tiene una menor masa embrionaria, y
al menos el 25% del material celular sera viable e intacto. En la cuarta categoria se
considera un embridn no son viable. Sélo los embriones 1y 2 se toman en cuenta para

la transferencia (BX y BL) (1).
N 7
gy
e

\_/
1. 1-célula 2. 2-células 2. 4-cé|‘u|as
(1 Dia) (2 Dias) (3 Dias)
2. 8-células 2. 16-células 3. Mérula‘ temprana
(4 Dias) (5 Dias) (5-6 Dias)
// p—— \
L
A. Mbrula 5. Blastocisto temprano 6. B!astoc;nsto
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(8-9 Dias) eclosionado expandic
(9-10 Dias)

Figura 6. Clasificacion de los embriones segin normas IETS. (De la Fuente, 2012)

Para la transferencia de los embriones (TE) se necesitan pajillas para empacar los
embriones, lacradores para marcar cada pajilla y una trasportadora con una
temperatura entre 36-37°C para llevar los embriones hasta el lugar de la transferencia
hacia las vacas receptoras. Para llenar las pajillas se usa una jeringa, la cual se le
adhiere la pajilla donde va a estar el embridn. Para llenarla, primero se llena de
solucién de aceite mineral, luego un espacio de aire; en el siguiente espacio deberad ir
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el embridn en la solucién (porcion media de la pajilla), seguido de un espacio de aire
y al final de solucién de aceite mineral(5).

De esta manera el embridn queda situado en el segmento central de la pajuela entre
las dos burbujas de aire. El aire que se le adhiere a la pajilla es para que al momento
de transferir el embridén no se quede en la pajilla y salga sin ningun problema. Al
finalizar el llenado se debe sellar la pajilla al extremo donde no se encuentra el
algoddn dentro de la pajilla con un lacrador y su respectiva identificacion (registrar el
estadio y la calidad embrionaria, y los datos de los padres) (5).

Los embriones que no seran transportados muchas veces son sometidos a un proceso
denominado criopreservacion, una biotécnica que posibilita mediante la utilizacién de
bajas temperaturas, almacenar embriones de una amplia variedad de especies
mamiferas sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos. Actualmente los
métodos mads utilizados para criopreservar embriones son la congelacidn
convencional y la vitrificacién (3).

El congelamiento convencional tiene una ventaja comparativa frente a los otros
métodos de criopreservacién, al ser una metodologia que permite la utilizacion de
bajas concentraciones de crioprotectores y permite la transferencia directa de los
embriones después de la descongelacion. Sin embargo, su habilidad para prevenir la
formacion de hielo intracelular aun es limitada, ademas, los resultados in vitro de la
criopreservacion de embriones han sido variables y menores en comparacion a los
datos obtenidos en embriones in vivo (6).

El proceso que se requiere para llevar a cabo la congelacion convencional es el
siguiente:

1.Exposicion de los embriones a las soluciones de congelacion

2.Envasado de los embriones en pajillas de 0,25ml

3.Enfriamiento inicial en una maquina Criobath hasta llegar a -6°C

4.Introduccion de la cristalizacion o “seeding”

5.Descenso térmico lento y descenso térmico rapido controlado. De este modo se
alcanza, junto con el descenso térmico lento, una formacion controlada de cristales
de hielo

6.Almacenamiento de N2 liquido en contenedores de N2 liquido a -196°C.

Tabla2.Protocolo para la congelacién convencional de embriones bovinos
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Pajuelas de 0.25ml
Etilenglicol+Suero Temperatura ambiente 3
Temperatura ambiente Maquina congeladora
A § programable

> -71°C

Se!ﬁing
Contenedor /
de N, liquido 0,3-0,5°G/mdesde

-196 "K'/J °C hasta-35°C

Figura 7. Protocolo general de congelacion de embriones. (Mucci. N.)

La vitrificacién corresponde a una técnica de congelacién ultrarrapida basada en el
contacto directo entre la solucidon de Vvitrificacion que contiene agentes
crioprotectores, y ovocitos o embriones con el nitrégeno liquido, produciéndose una
solidificacion para formar un estado vitreo o similar a cristal, sin ninguna formacién
de cristales de hielo durante el enfriamiento a tasas muy rapidas y permaneciendo en
este estado durante todo el proceso de cambio de temperatura (2).

El uso de la técnica “Open Pulled Straw” (Pajilla abierta y estirada), ha permitido
aumentar la velocidad de los cambios de temperatura, lo cual ofrece ciertas ventajas
para la congelacion, como son la disminucién de las concentraciones de los
crioprotectores utilizados, con los consecuentes menores efectos osmaticos y toxicos,
ademas del paso mas rapido por la zona de temperatura peligrosa, lo que produce
menores dafios por enfriamiento (2).La técnica OPS de vitrificacion permite las
velocidades de enfriamiento mas rapidas, del orden de 20.000 2C/min, lo cual es
posible gracias al reducido volumen vitrificado (2ul), que permite que los embriones
u ovocitos sean introducidos a la pajilla por capilaridad. Son utilizadas pajillas clasicas
de 0.25 ml, las cuales son estiradas. El sistema OPS acelera el tiempo de congelacidn
y descongelacion hasta 10 veces sobre pajillas convencionales. La vitrificacion por OPS
es un método rapido y efectivo para criopreservar embriones bovinos (2).
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1.Los soportes de 0,25ml de capacidad seran calentadas sobre una platina
térmica y estiradas manualmente hasta que su diametro y pared disminuyan,
posteriormente se procedera a realizar su identificacion

2.Preparacion de medio para vitrificar la cual esta formulada con una
combinacidn de crioprotectores (penetrantes y no penetrantes), un soporte
liquido (PBS) y macromoléculas (suero, BSA)

3. Introduccion de los embriones en el medio de vitrificacion durante algunos
minutos y luego pasarlos a el soporte. Este proceso debe efectuarse en un
total de 30 segundos

4.Cumplidos los 30 segundos los soportes seran sumergidas en N2 liquido
rapidamente(-196°C)

Tabla3.Protocolo de vitrificaciéon- Técnica Open Pulled Straw(OPS)

Pajilla de 0,25 ml

S
Paijilla para OPS

a. /::,’3- : o
f,' b pd —» N2
7 % CTol
| | (-196°C)

2uL
Figura 8. Open pulled straw (OPS), pajilla de 0,25 ml. Adaptado de Guignot (2005).

a) Gota de 2 pl de crioprotector con los embriones u ovocitos. b)Montaje de la gota por
capilaridad en la pajilla y su paso directo al nitrégeno liquido.

En Colombia se ha intensificado el uso de la transferencia de embriones en los ultimos

18 afos, con cifras que duplican la cantidad de transferencias realizadas en la década
de los afios 90 situacidn que refleja la tendencia de la TE en el mundo (7).
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7.Conclusiones

La ganaderia colombiana ha mostrado avances importantes durante los ultimos afios,
aumentado gradualmente su nivel de tecnificacién con el apoyo de diversas entidades
que han facilitado importantes logros en aspectos como el sanitario, transferencia
tecnoldgica y de modernizacidon de los procesos de sacrificio y transformacion de
carnes y leche, entre otros (8). Esto sumado al empuje de los ganaderos y de sus
instituciones ha logrado importantes avances en el mejoramiento genético y
rendimientos de produccidn. La produccién in vitro de embriones (PIVE) ha abierto las
puertas a la posibilidad de obtener un alto nimero de embriones bovinos
aprovechando de manera mas eficiente la genética del macho y la hembra en
comparacion con otras técnicas (1). La PIVE bovinos ofrece la posibilidad de obtener
embriones pre-implantatorios a bajo costo para ser utilizados con fines académicos
y/o comerciales (3).

Segun la IETS la produccidn de embriones in vitro en 2017 alcanzo casi un millén de
embriones producidos (992.289), lo que representa un récord mundial. Para este afio
la IETS logro recopilar datos de varios paises con industrias conocidas de embriones
activos, pero que no presentaron datos en afios anteriores, especialmente en América
del Sur. Algunos de ellos, como Colombia y Paraguay, reportaron un alto nimero de
embriones de PIV (24.503 vy 26.044, respectivamente), contribuyendo
significativamente al aumento del total de PIV mundial, lo que refleja el esfuerzo de
las diferentes entidades colombianas, dando a entender que se va por buen camino
frente al proceso que brinda esta nueva tecnologia (9).

No obstante, este ritmo de transformacidn no es suficiente frente a los retos
apremiantes de la globalizacién vy, por lo tanto, es necesario acelerar al proceso de
modernizacién de la ganaderia colombiana utilizando herramientas biotecnoldgicas y
de manejo zootécnico(8).
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Figura 9. Procedimiento de PIVE. (Restrepo,2008)

8.Recomendaciones

Recomendaria a los estudiantes interesados en esta pasantia que no matriculen otras
asignaturas o como maximo una sola pues una pasantia requiere mucho tiempo vy
esfuerzo y lo ideal seria estar centrado solo en las actividades de la pasantia para
poder aprender y disfrutar al maximo todo el proceso de practica.
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