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in vitro de embriones (PIV) y la

transferencia de embriones (TE)
han tenido un gran impacto en la
produccion animal. En el caso del
ganado bovino la PIV es ampliamen-
te aplicada y la gran mayoria de los
embriones producidos a nivel mun-
dial son generados por esta tecnolo-
gia de acuerdo con los datos repor-
tados por la Sociedad Internacional de
Tecnologias Embrionarias (IETS) (Via-
na, 2021).

Una de las razones de la amplia
aplicacion de la PIV en bovinos, res-
pecto a otras especies, es el avance
en otras tecnologias reproducti-
vas como la aspiracion folicular (de

E n la actualidad, la produccion

complejos cumulo-ovocito a partir de
foliculos de 2-8 mm) la cual ha permi-
tido la coleccidn repetida y eficiente
de ovocitos inmaduros a partir de
donadoras vivas (Galli et al., 2001)
sin afectar el bienestar animal de las
mismas (Chastant-Maillard et al.,
2003; Petyim et al., 2007; Currin et
al., 2017). Es importante resaltar que
existen reportes de programas con
dos sesiones de ovum pick up (OPU)
por donadora por semana (Petyim et
al., 2003), lo que permite maximizar
el potencial genético de las donado-
ras (Pontes et al., 2011).

La PIV requiere de varias técni-
cas como la coleccién de ovocitos de
las donadoras, la maduracion in vitro,

la fertilizacion in vitro y cultivo in vi-
tro hasta la produccién de embriones
en la etapa de blastocisto (Galli et al.,
2001; Tamassia et al., 2003). La colec-
cion de ovocitos se puede realizar me-
diante aspiracion folicular guiada por
ultrasonido (OPU) en especies mayo-
res como los bovinos o por aspiracion
folicular via laparoscépica (LOPU)
en pequenos rumiantes (ovinos, ca-
prinos, cérvidos y becerras) (Baldassa-
rre, 2021). Ambas tecnologias, tienen
como principal objetivo la colecta de
ovocitos (principalmente inmaduros) de
donadoras genéticamente superiores
para que sean fertilizados in vitro con
sementales élite y generar embriones,
los cuales puedan ser transferidos en
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Tabla 1. Produccién in vivo e in vitro de embriones bovinos transferibles durante 2020, por region

(Viana, 2021)
Region  Africa Asia Europa  Norte América  Oceania Sudamérica  Total
IVD 2,763 0 126,491 196,704 4,211 31,559 361,728
IVP 4,977 0 47,470 578,995 14,345 500,397 1,156,422
IVD: embriones producidos in vivo
IVP: embriones producidos in vitro
receptoras previamente sincroniza- de acero inoxidable. Dentro del

das (Merton et al., 2003). Sin embargo,
también pueden ser utilizadas con fi-
nes de conservacion y/o rescate genéti-
co (Ruiz et al., 2013; Baldassarre, 2021).
Estas técnicas de aspiracion folicular son
poco invasivas y la recuperacion repe-
tida de ovocitos de las donantes per-
mite hacer multiples cruzamientos, asi
como reducir el intervalo generacional
en programas de mejoramiento genéti-
co, produciendo mas embriones y pre-
fieces por donadora que por la técnica
de multiovulacion y produccion in vivo
de embriones (DIV) (Merton et al., 2003;
Baldassarre et al., 2007).

Generalidades de la técnica OPU

El sistema OPU se compone de
tres partes: un ultrasonido con trans-
ductor lineal (rectal) o micro convexo
(6-7.5 MHz) asociado a un dispositivo
para su fijacion (pistola de aspiracion),
una bomba de aspiracién y una agu-
ja conectada al sistema de aspiracion
(Bols et al., 1996). Para la aspiracion
folicular, se requiere de transductores
que incrementen la resolucion y el ta-
mano de las imagenes para una mejor
manipulacion de los ovarios (Ginther,
2014). El transductor microconvexo es
el mas utilizado, cuenta con un campo
ultrasonografico de 150°, puede ser
de 5-7.5 MHz, prefiriéndose el de 7.5
MHz, ya que tiene mejor resolucion y
permite localizar mas facil los folicu-
los pequefios. El campo ultrasonogra-
fico de 150° ayuda a facilitar la ma-
nipulaciéon de los ovarios y a ubicar
los foliculos en la linea de puncion,
lo que permite el uso de agujas mas
cortas que entran directamente en el
campo ecografico, sin perder porcio-
nes utilizables de la aguja (Ginther,
2014). La aguja se adhiere y dirige al
campo ecografico a través de una guia
que esta conformada por un fino tubo

tubo de acero se encuentra la man-
guera del sistema de aspiracion, la
cual se fija a la aguja y al tubo de
acero a través de un tubo de silico-
na que, en conjunto con una pieza
de conexion crean una estructura
rigida que permite el movimiento
de la aguja hacia adelante y hacia
atras, ademas de poder reemplazar
facilmente la aguja desafilada por
una nueva (Palma, 2001).

El transductor y la guia de la
aguja estan insertados en la pistola
de aspiracion, la cual tiene un man-
go que le da la oportunidad al ope-
rador de fijar el dispositivo de OPU
dentro de la vagina, presionando
suavemente el mango con la mano
derecha, dejando la mano izquierda
libre para manipular el ovario (Pal-
ma, 2001). Las vacas utilizadas para
OPU deben estar inmovilizadas y/o
pueden ser sedadas en caso de ser
necesario. Las heces se remueven
del recto durante la palpacién y se
realiza anestesia epidural con lido-
caina al 2 % para evitar molestia
al animal y movimientos del recto
durante el procedimiento. La vulva
y el periné se limpian y desinfectan
antes de introducir el dispositivo
de OPU. El dispositivo tiene un
mango mediante el cual puede ser
manipulado con una mano fuera de
la vaca. La cabeza del transductor
se fija en posicion craneo dorsal en
el fondo de la vagina, por encima
del cérvix (Palma, 2001).

Aspectos técnicos

Después del desarrollo inicial de
la técnica, se han realizado diversos
estudios para mejorar las técnicas
de aspiracién folicular, las cuales ac-
tualmente se utilizan ampliamente
como herramienta reproductiva
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para los programas de mejoramien-
to genético. Entre los principales as-
pectos técnicos sobre los que se ha
trabajado son el tipo de aguja, el tipo
de bisel, 1a presién de vacio y el tipo de
transductor (Bols et al., 1996; Bols et
al., 1997; Palma, 2001; Van Wagten-
donk-de Leeuw, 2006).

Tipo de aguja

En lo referente al tipo de aguja,
se ha evaluado el calibre de la agu-
ja utilizando agujas de 18G, 19G y
21G, observandose que el diametro
con el que se tiene mayor recupe-
racion es el de 18G. Sin embargo,
esto es relativo, ya que la presion
de aspiracion tiene mayor influen-
cia en la cantidad e integridad de
los ovocitos recuperados (Bols et al.,
1996). En un inicio se usaban agujas
largas, de 50 a 65 centimetros, con
un didmetro externo de 1- 1.5 mm
y bisel corto (Bols et al.,, 1997). La
mayor desventaja de las agujas lar-
gas es que se desafilan rapidamente
y requieren ser afiladas, pero no al-
canzan el estado inicial de filo, esto
cobra importancia ya que el filo de la
aguja es esencial para que la técnica
sea exitosa (Bols et al., 1996). Estas
agujas largas son costosas y presen-
tan un gran espacio muerto en la luz
de estas, quedando los ovocitos en
un ambiente desfavorable por un
largo periodo, ademas se necesitan
grandes cantidades de medio para
limpiarlas (Palma, 2001).

La simplificacion de los dispositi-
vos utilizados para OPU para el uso
de agujas desechables abrié un nuevo
panorama para la técnica, ya que una
aguja desafilada puede ser facilmente
cambiada debido a que son de bajo
precio. Diferentes didmetros y largo
de agujas desechables estériles estan
disponibles en el mercado. El espa-
cio muerto es minimo, por lo que los
ovocitos pueden ser recuperados bajo
condiciones mas favorables (Bols et
al., 1997). Se reduce el riesgo de con-
taminacion entre una donadora y
otra, ademads de que se minimiza el
tiempo en que los complejos cumulus
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ovocitos (COCs) se encuentran en un
ambiente desfavorable (Van Wagten-
donk-de Leeuw, 2006).

Tipo de bisel

Otro aspecto estudiado fue la in-
fluencia del tipo de bisel, corto o lar-
go, sobre la recuperacion de ovocitos.
Aunque se observo una recuperacion
similar para ambos tipos de bisel, se
encontré que la presion de aspira-
cion afecta de manera significativa la
recuperacion y la integridad de los
ovocitos cuando se usan agujas con
bisel corto (Bols et al., 1997). En la ac-
tualidad existen agujas comerciales
para OPU, las cuales tienen una ex-
tension que se conecta directamente
con la linea de aspiracion.

Presion de vacio

En cuanto a la presion de vacio,
se ha observado que ésta varia de
acuerdo con el tipo de aguja y bisel
que se utilice, sin embargo, se en-
contrd que a mayor presion hay ma-
yor recuperacion de ovocitos, pero
también se incrementa el numero
de ovocitos desnudos (Palma, 2001).
Para las agujas desechables, la pre-
sion de aspiracion recomendada va
de 70 a 130 mm Hg, ya que al reducir
la presion de vacio se incrementa la
integridad de los COCs y esto au-
menta la produccion de blastocistos
(Bols et al., 1996; Bols et al., 1997).

Tipo de transductor

Desde 1984, cuando se generaron
los primeros reportes de evaluacion
reproductiva en bovinos (Reeves et
al., 1984; Pierson & Ginther., 1984),
la ultrasonografia transrectal se ha
convertido en una herramienta basi-
ca en reproduccion bovina (Ginther
et al., 2014), debido a esto, en un ini-
cio se trat6 de utilizar un transduc-
tor lineal rectal, esto debido a que la
gran mayoria de los profesionales
en el 4rea de reproducciéon en gran-
des especies, cuentan con un ultra-
sonido con transductor lineal rectal
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(Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).
Cuando se compar6 el uso de un
transductor lineal con un transduc-
tor microconvexo, se observé que no
hubo diferencias para detectar los
foliculos grandes (5 mm) hubo una
disminucion de 12% en la visuali-
zacién con el transductor lineal. En
cuanto a la recuperacion de ovocitos,
con el transductor microconvexo se
duplico la recuperacion con respec-
to al transductor lineal, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente
significativa (Bols et al., 2004). Esta
diferencia se debe a que el area para
manipular el ovario para realizar la
puncion es mayor con el transduc-
tor microconvexo comparado con el
transductor lineal.

Enla actualidad la mayoria de los
dispositivos utilizan un transductor
microconvexo (Xavier et al., 2023;
Camargo et al., 2019; de Carvalho et
al., 2019), incluso existe un transduc-
tor microconvexo ajustado a la for-
ma para el dispositivo de OPU.

Aspectos biologicos

Entre los aspectos bioldgicos re-
lacionados a la técnica de OPU se
encuentran el genotipo del animal,
la estimulacién ovarica, el tiempo y
frecuencia de la OPU, la respuesta
individual de la donadora, estado
fisioldgico de la donadora (vacia/ges-
tante; lactante/no lactante), edad de
la donadora (vaca, vaquilla, becerra),
época del afio y la experiencia del
técnico para realizar la OPU (Palma,
2001; Tamassia et al., 2003; Camar-
go et al., 2005; Van Wagtendonk-de
Leeuw, 2006; Takuma et al., 2010;
Vieira et al., 2014). La estimulacion
hormonal es sin duda una de las me-
joras mas importantes con respecto
a la calidad del ovocito y la produc-
cion de blastocistos in vitro.

Adicionalmente, el uso de hor-
monas para la estimulacion folicular
es una ventaja que tiene la OPU-
PIV sobre la DIV. Se puede utilizar
hormona foliculo estimulante (FSH)
y gonadotropina coridnica equina
(eCG) para la estimulacion folicular

(Aller et al., 2012) y aunque esta
practica se hace principalmente en
ganado Bos taurus (Presicce et al.,
2011; Aller et al., 2012; Chasombat et
al., 2013; Vieira et al., 2014), también
se han visto buenos resultados al
aplicarla en ganado Bos indicus. No
obstante, también se han observado
programas de PIV de gran escala
con ganado Bos indicus (Nelore) en
los que no se estimuld a las donado-
rasy se tuvo una produccion eficien-
te de embriones (Pontes et al., 2011).

Por otra parte, con el fin de hacer
programas intensivos de produc-
cién de embriones, se han combina-
do la PIV con la DIV, donde se han
obtenido buenos resultados (5.1 em-
briones por lavado y 3.2 embriones con-
gelables) al iniciar la superovulacion
2 dias después de haber realizado la
OPU utilizando donadoras Nelore
(Surjus et al., 2014). Por otra parte,
el genotipo de las donadoras tiene
mucho que ver con la poblacion fo-
licular. Se sabe que las donadoras
Bos indicus superan de 2 a 4 veces las
cantidades de ovocitos colectados
por OPU en comparacion con las do-
nadoras Bos taurus (Baruselli et al.,
2015). Se ha observado también que
las donadoras Bos indicus tienen mas
oleadas foliculares y una mayor po-
blacién de foliculos antrales mayo-
res a5 mm de didmetro en compara-
cion con las Bos taurus (Silva-Santos
etal., 2011).

En cuanto a las estrategias para
incrementar la PIV, se ha demos-
trado que los ovocitos madurados
in vivo son mas competentes com-
parados con aquellos madurados in
vitro (Van de Leemput et al., 1999;
Camargo et al., 2019). En 1994 se re-
porto que los ovocitos bovinos aspi-
rados de foliculos dominantes antes
del pico de la hormona luteinizante
(LH) muestran alteraciones en su
morfologia nuclear y citoplasmatica
que, de acuerdo con los autores, son
un prerrequisito para la adquisicion
de su competencia completa.

En un trabajo realizado en 2014,
se lograron obtener 54.9% de blasto-
cistos con semen sexado en ganado



Holstein, a partir de ovocitos madu-
rados in vivo y sincronizacion de la
oleada folicular mediante ablacion
del foliculo dominante (Matoba et
al.,, 2014). En 2019, al trabajar la PIV
en ganado Black Japanese, se lleg6 a la
conclusion de que se pueden gene-
rar embriones de mayor calidad y de
manera eficiente cuando se utilizan
ovocitos madurados in vivo colecta-
dos por OPU comparado con ovoci-
tos inmaduros (Egashira et al., 2019).

Entre las estrategias de seleccion
de donadoras de ovocitos para la
PIV, esta la evaluacion de los niveles
plasmidticos de hormona antimiilleriana
(AMH). Las donadoras clasificadas
como con altos niveles de AMH pro-
dujeron mayor numero de embrio-
nes por OPU comparadas con las
clasificadas como con bajos niveles
de AMH, independientemente de
si eran Bos taurus o Bos indicus. Con
estos resultados se concluyo que los
niveles plasmaticos de AMH son un

acertado marcador endocrino para
la seleccion de donadoras de ovoci-
tos (Guerreiro et al., 2014).

En la actualidad, la ultrasonogra-
fia Doppler Color ha tenido multiples
aplicaciones en la evaluacion repro-
ductiva del ganado bovino. Se sabe
que la irrigacion ovarica es muy im-
portante para la protecciéon y forma-
cion de los ovocitos (barrera hemato-
folicular), para la formacion de fluido
folicular y el transporte de nutrientes
(Da Broi et al., 2018). Recientemente
se ha encontrado que la irrigacion
ovarica juega un papel muy impor-
tante en la PIV, se ha observado que
los ovarios de donadoras de ovoci-
tos con una irrigacion entre el 50 y
70% aproximadamente, producen
mayor cantidad de embriones que
las donadoras con irrigacion ovarica
de alrededor del 30%. En este traba-
jo se observé que las donadoras con
irrigacion ovarica de ~70% tuvieron
una produccién de blastocistos del
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en terrenos dificiles, brindan la fuerza v potencia
necesarias para condiciones de trabajo duro.
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38%, por su parte las donadoras con
irrigacion de ~50% produjeron 30%
de blastocistos y las de irrigaciéon de
~30% produjeron 18% de blastocis-
tos (VillasefiorGonzalez et al., 2021).

Transferencia intrafolicular de
ovocitos (IFOT)

Antecedentes

Aunque la transferencia intrafo-
licular de ovocitos (IFOT) no es una
técnica reciente, se ha reportado
desde 1985 en primates, en ganado
bovino (Fleming et al., 1985) y en
los noventa en equinos (Hinrichs &
DiGiorgio, 1991). En la actualidad,
estd asociada a las nuevas biotec-
nologias. Esta técnica consiste en la
transferencia de ovocitos heterolo-
gos en el foliculo preovulatorio de
una hembra previamente insemina-
da. Esta técnica fue perfeccionada en
la década de los 90s mediante el uso
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Tabla 2. Resumen del avance en la técnica de aspiracién folicular en ganado bovino.

Uso de Aguja Presit .. Ovocitos .
_ resion No. Recuperacion ) Embriones .
hormonas para L =larga mmHg Transductor Ovocitos® (%)° viables viables* Referencia
estimular C= corta (%)°
Bos taurus
No 23G L - Vaginal 13.0 50.4 - 2.2 Pieterse et al., 1991
No 20G L 40-50 Vaginal 8.0 55.1 77.61 1.0 Kruip et al., 1994
FSH 24-30 mg 17G L 75-100 Convexo 8.6 69.9 - 1.3 Looney et al., 1994
FSH 75 Ul 17G L 70 Vaginal 9.5 - 80.0 2.7 Rocha et al., 1998
No 20G C 50 Vaginal 3.9 58.5 86.0 - Petyim et al., 2003
No 19G C - Lineal 0.9 9.2 73.0 - Bols et al., 2004
No 19G C - Convexo 11.4 - 70.1 21 Pontes et al., 2010
eCG 1600 UI 20G C 65 Vaginal 2.2 34.2 73.8 - Aller et al., 2012
FSH 200 mg 20G C 85-90 Convexo 9.9 61.1 83.9 4.4 Vieira et al. 2014
No 20G C 68 Convexo 17.3 81.8 711 3.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 14.6 60.4 74.1 0.7 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 9.2 36.9 51.08 0.5 Batista et al. 2016
No 18G C 90 Convexo 6.3 - 71.2 5.2 Oliveira et al., 2019
FSH 70 Ul 18G C 70 - 26.4 64.6 96.5 71 Simmons et al., 2023
Bos indicus
FSH 75 Ul 177G L 70 Vaginal 10.3 - 83.3 5.4 Rocha et al., 1998
No 20G C 80 Vaginal 8.9 61.3 741 1.1 Viana et al., 2004
No 20G C 80 Vaginal 7.0 69.3 62.1 - Viana et al., 2010
No 19G C - Convexo 17.1 - 70.1 3.2 Pontes et al., 2010
FSH 100 mg 17G L 120 Vaginal 20.8 91.6 64.4 6.8 Chasombat et al., 2013
No 20G C 68 Convexo 45.3 77.5 50.7 7.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 22.8 88.8 84.9 3.8 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 29.9 63.6 60.5 9.3 Batista et al., 2016
No 18G C 90 Convexo 10.0 - 78.8 10.2 Oliveira et al., 2019
No 18G C 60-80 Convexo 30.1 - 85.7 10.3 Garcia et al., 2020
No 20G C 90-100 Convexo 58.6 78.3 74.2 9.7 de Silva et al. 2022
No 20G C 80 Convexo 24.7 88.4 78.7 9.6 Xavier et al., 2023
* No. de ovocitos recuperados sobre el No. de foliculos aspirados '}
**  No. de ovocitos viables sobre el No. de ovocitos recuperados )
***  No. de embriones viables por aspiracion A
3 T
l'#M
de la ultrasonografia transvaginal en  generados por esta técnica, en la se alcanzan los resultados obtenidos b

la reproducciéon de ganado bovino,
equino y en humanos (Kassens et al.,
2015). La aplicaciéon de esta técnica
surge en el caso del ganado bovino
como una alternativa a la PIV para
producir embriones que tengan ma-
yor criotolerancia (Kassens et al.,
2015). Ademas, evitar la necesidad
del equipamiento de un laboratorio
para PIV (Spricigo et al., 2016). Con
esta técnica, se sustituyen las incu-
badoras por el utero de la receptora
y la obtencion de los embriones se
realiza mediante la técnica transcer-
vical de lavado uterino empleada
en los protocolos tradicionales de
colecta de embriones producidos in
vivo. Con la IFOT se habian logrado
generar embriones en ganado bovi-
no y equinos, pero, no fue hasta 2015
cuando se reportaron las primeras
crias nacidas a partir de embriones

cual se usaron de ovocitos obtenidos
de ovarios de rastro y madurados in
vitro (Kassens et al., 2015). En la ac-
tualidad, existen mas trabajos donde
se obtuvieron crias vivas por IFOT a
partir de ovocitos inmaduros (Spri-
cigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017).

Esta técnica también se ha em-
pleado para la produccion in vivo de
embriones ovinos por IFOT (Falchi et
al., 2022). La IFOT se complemen-
taria con la LOPU para la coleccion
de ovocitos de donadoras alto valor
genético, los cuales serian transferi-
dos a receptoras (animales comercia-
les) para la produccion in vivo de
embriones, de esta forma los efectos
adversos tales como adherencias no
se presentarian en las donadoras y
esto alargaria su vida tutil. Es impor-
tante recalcar que, aunque esta tec-
nologia es prometedora, todavia no

con la PIV tradicional (Kassens et al.,
2015; Spricigo et al., 2016; Hoelker et
al., 2017; Falchi et al., 2022).

Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias. Centro
Nacional de Recursos Genéticos - INIFAP,
Tepatitlan, Jalisco, México, 2 Instituto Na-
cional de Investigaciones Forestales, Agri-
colas y Pecuarias. Campo Experimental
Centro Altos de Jalisco - INIFAP, Tepa-
titlan, Jalisco, México, 3H&A Biotecnolo-
glas en Reproduccion Animal, Tepatitlan,
Jalisco, México. *Autor responsable y de
correspondencia: Alvarez-Gallardo Hora-
cio. Centro Nacional de Recursos Genéti-
cos, Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias. Boule-
vard de la Biodiversidad # 400, Racho Las
Cruces, CP. 47600. Tepatitlan de Morelos,
Jalisco. E-mail: alvarez.horacio@inifap.
gob.mx, urban.david@inifap.gob.mx, es-
trada.eliab@inifap.gob.mx, villasenor.fer-
nando@inifap.gob.mx, velazquezra0809@
gmail.com eP

12 | Genética




