E ELOY ALFARO DE MANABI

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI

EXTENSION EN EL CARMEN

CARRERA DE INGENIERIA AGROPECUARIA
Creada Ley No 10 — Registro Oficial 313 de noviembre 13 de 1985

PROYECTO DE INVESTIGACION

TRABAJO EXPERIMENTAL PREVIO LA OBTENCION DEL TiTULO DE
INGENIERO AGROPECUARIO

EFECTO DE LA APLICACION DE FSH (FOLLTROPIN) EN LA
PRODUCCION DE EMBRIONES BOVINOS IN VITRO.

AUTOR: CEDENO ALCIVAR YOEL ARIOSTO

TUTOR: MVZ. DAVID NAPOLEON VERA BRAVO MG.

EL CARMEN- MANABI - ECUADOR

ENERO, 2025



NOMBRE DEL DOCUMENTO:
CD CERTIFICADO DE TUTOR(A).

CcODIGO: PAT-04-F-004

Uleam PROCEDIMIENTO: TITULACION DE ESTUDIANTES DE GRADO

o

e | BAJO LA UNIDAD DE INTEGRACION CURRICULAR

REVISION: 1

Pagina 1 de 1

CERTIFICACION DEL TUTOR

El suscrito Tutor:

MVZ. David Napoledn Vera Bravo Mg. en calidad de tutor académico designado

por el coordinador de la carrera de Ingenieria Agropecuaria de la Universidad Laica
“Eloy Alfaro™ de Manabi Extension El Carmen, CERTIFICO que el presente
trabajo de investigacion con el tema: “Efecto de la aplicacion de FSH
(FOLLTROPIN) en la produccion de embriones bovinos in vitro”, ha sido

elaborado por el egresado: Yoel Ariosto Cedefio Alcivar con el asesoramiento

pertinente de quien suscribe este documento, el mismo que se encuentra habilitado

para su presentacion y defensa correspondiente.

Es todo lo que puedo decir en honor a la verdad.

El Carmen, 6 enero del 2025

/
Wk

MVZ. Dav:d Napoleén’Vera Bravo, Mg. s
N O 4
TUTOR el

B

BIUN ACADG VIG A
‘o
\""’/’:'FM mr\\“‘/



UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI

CARRERA DE INGENIERIA AGROPECUARIA

TITULO:

“EFECTO DE LA APLICACION DE FSH (FOLLTROPIN) EN LA
PRODUCCION DE EMBRIONES BOVINOS IN VITRO”.

AUTOR: CEDENO ALCIVAR YOEL ARIOSTO
TUTOR: MVZ. DAVID NAPOLEON VERA BRAVO, MG.

TRABAJO EXPERIMENTAL PREVIO A LA OBTECION DEL TiTULO DE
INGENIERIO AGROPECUARIO

Ing. Salcan Sanchez Edison Javier Mg

MVZ. Kleber Fernando Mejia Chanaluisa, Mg

Ing. Jacome Goémez Janeth Rocio, PhD.




DECLARACION DE AUTORIA

Yo, Yoel Ariosto Cedeiio Alcivar con cédula de ciudadania 131477453-8, estudiante de la
Universidad Laica "Eloy Alfaro” de Manabi, Extension El Carmen, de la Carrera de
Ingenieria Agropecuaria, declaro que soy el autor de la tesis titulada “Efecto de la
aplicacion de FSH (FOLLTROPIN) En la produccién de embriones in vitro” esta
obra es original y no infringe derechos de propiedad intelectual. Asumo la responsabilidad
total de su contenido y afirmo que todos los conceptos, ideas, textos y resultados que no

son de mi autoria, estian debidamente citados y referenciados.

Atentamente,

Yoel Ariosto Cedefio Alcivar



DEDICATORIA

Este proyecto de investigacion esta dedicado principalmente para mi, porque en toda esta
trayectoria pude evidenciar que soy una persona capaz de lograr lo que me proponga, y

que cuando me planteo algo lucho arduamente hasta conseguirlo.

A mis padres por ser mi fuente de inspiracidn en este camino este gran logro es

por y para ellos por ser mi soporte y compariia durante todo el periodo de estudio.

A mi familia en general y demas amigos a todos ustedes quiero dedicar este

proyecto realizado con todo mi esfuerzo y arduo trabajo.

YOEL ARIOSTO CEDENO ALCIVAR



E ELOY ALFARO DE MANABI

AGRADECIMIENTO

A Dios por darme salud y sabiduria cada mafiana y por permitirme llegar hasta este

momento importante en mi formacion profesional.

A la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi extension EI Carmen que me dio la
oportunidad de forjar mis conocimientos a través de una educacion de alta calidad y asi

mejorar como ser humano y profesional.

A mis Padres por ser mi guia y apoyarme en cada una de mis etapas, a mis hermanos por
ser mis compafieros y amigos mas sinceros, a los amigos que me brindo la universidad a

lo largo de este recorrido.

Al tutor, MVVZ. David Napoleon Vera Bravo y a los miembros del tribunal por guiarnos
y enriguecernos con sus conocimientos y sugerencias en el desarrollo de este proyecto de

investigacion.

Este gran logro es en gran parte gracias a ustedes, porque confiaron en mi incluso cuando
ni yo mismo lo hacia, su apoyo en este recorrido fue fundamental para culminar con éxito

esta nueva etapa profesional, siempre estaré eternamente agradecido.

YOEL ARIOSTO CEDENO ALCIVAR

Vi



INDICE DE CONTENIDO

Contenido
CERTIFICACION DEL TUTOR ...oovoieeeveeeeeeeeeeeeeeeen iError! Marcador no definido.
DEDICATORIA. ittt ettt s beesaeeenee \Y
AGRADECIMIENTO ittt VI
INDICE DE CONTENIDO . ciuiiiiiitin e Vil
INDICES DE GRAFICOS ....cocoutiiiiriieiieeeesseesiesssesssisssesssssssssssssssssssasssssssons IX
INDICE DE TABLA ..ottt X
SUMMARY c ittt e Xlil
INTRODUCCION. cccettttttttittieteeeeet ittt 1
(7 I I U I TSP 4
11 RAZA GUZEIAL ... 4
1.2 OVOCITOS CHIVAUOS ....ooviniiiiiieisictee e 4
1.3 OVOCITOS .ttt bbbttt ettt 5
1.4 Clasificacion de 0VOCIt0S DOVINOS ..........ccoeiiiiiiiiiiiec e 5
1.5  Maduracion de ovoCitos DOVINOS ..........cooiiiiiiiieiieee e 6
1.6 EmDriones bovinos iN VITIO.........cccoiiiiiiiiiiiiee e 7
1.7  Desarrollo de embBrioNnesS ..o 7
1.8 Maduracion de eMBIiONES ..ot 8
1.9  Cultivo de EMDIIONES.......ccoiiiiiiiieece e 8

I O o] | 4 ] o | P 9



CAPITULO Huuiiiiiiiniiniiiiiiiiiiiieie e 11

2. MATERIALES Y METODOS.....ccitiiunmnrrnrrrrrirtetieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesnn 11
2.0, UDICACION. et tuiuittttinitiaettnttin e 11
2.2. Disefio eXPerimENTal...c.cceceeeeiun i 11
2.3.1 Variable iINdependiente ..o 11
2.3.2 Variables dependientes ... 12
2.6.1.  Cantidad de embriones viables (N): ........ccocoiiininiiiiie s 12
2.6.2.  Cantidad de 0vOCItoS CHIVAAOS: ........cccoiveiiiiiiiisiecee e 13
FErtiliZACION ... 14
CAPITULO ettt it 16
3. EVALUACION DE LOS RESULTADOS ......ocuiiieeeieeieeeeseeeeesesseseseesenessnenes 16

3.1.  Célculo del porcentaje de ovocitos clivados producidos in vitro con y

sin la aplicacion de folltropin®.............ccccoieii e 16

3.2. Calculo del porcentaje de embriones producidos in vitro con y sin la aplicacion

(o Lo 0] 1 1 0] 0] [ 1TSS SRS 17
CAPITULO IV.ettetttttttiieeeeeeeeeee et se s ssessesss s snenees 19
CONCLUSIONES. ... teteeeeeeeeeeeeeeeeeree coeeeiiesiissesiesseessessessessssssssesss s ssnsannes 19
CAPITULO Vaeteeeeeeeeeeeeeeeeees oo ees s s s snnannes 20
BIOBLIOGRAFIAS. ..ctueeeteeetteee ettt 21

ANEXOS . ittt e 27



INDICES DE GRAFICOS

Figura 1. Clasificacion de los CCOs de acuerdo a la morfologia visual de las

estructuras, de la calidad del citoplasma y de las células del cumulus...................... 8
o[ L= W2 o] |1 0] o] | o OSSR 21
Figura 3. Mapa del canton Pedernales ............cccvevviieieeni i 21
Anexo 1. Unidad experimental.... .............ccccoooiiiiiiiiiiiiiese e 36
Anexo 2. Aplicacion de fOltropin ... 36
ANEX0 3. ASPIracion de OVOCITOS........cuiiieiiiiieiieiei e 38
ANEXO0 4 . Seleccion de OVOCIOS. ... ..coiiviiiiiiiiiii i 38
ANEXO0 5. Aspiracion de 0VOCIt0S.....ccceveiiieiiiniiiieieiareietoraresnscssasosnscssssonnses 37
Anexo 6 . Ecografo para aspiracion de OVOCITOS ........cccuevuereerverieiieseeseeee e e 37
ANEX0 7. Lugar de trabajo......cccvvuiiieiiniiiiiieiieiiieiieiinienessatonscsssssssnssssssnsons 37
Anexo 8. Ovocitos seleccionados......coevvveeiiiniiiniiiiiiiiniiiiiiieieieicieciieroenscons 37
ANEX0 9. OVOCITOS MAAUIOS ..cuvuinernrniierariieruriiesnsrsesasssesasssesnsassesssnssons 38

ANEXO0 10. EINDIIONES veeereernnneieeereeenensseeereeesseesseesssssssssssssssssssssssssssssssssses 38



iN

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos

DICE DE TABLA

Tabla 2. Prueba T student del % de CHVAJE ........covviiiiiiieeee e

Tabla 3. Prueba T student del % de emMBIIONES ........ooveeeeeeeeeeeeee e



RESUMEN

La presente investigacion tuvo el objetivo de evaluar el efecto de la hormona
foliculoestimulante (FSH-Folltropin®) sobre la produccién de embriones in vitro en
bovinos de raza Guzerat. Para el presente estudio se empled un Disefio de Bloques
Completamente al Azar (DBCA), con dos tratamientos (aplicando Folltropin® y sin
aplicacion de Folltropin®) y diez repeticiones, con un peso promedio de 350 kg,
condicidn corporal de 3 a 3,5 y una edad promedio de 36 a 50 meses, mismas que pasaron
por ambos grupos experimentales (con y sin tratamiento), ademas ,los resultados
obtenidos se analizaron con el software estadistico InfoStat; se incluyé una prueba de
comparacion de medias Prueba de T-Student con el 5% de probabilidad, con las variables
porcentaje de ovocitos clivados y porcentaje de embriones se sometieron a este analisis.
Los resultados muestran que la administracion de la hormona foliculoestimulante (FSH -
Folltropin®) en bovinos de raza Guzerat no aumento la produccion de 6vulos bovinos, al
presentar mayor cantidad de ovocitos clivados y de embriones producidos el tratamiento
T (0) el cual corresponde al tratamiento Sin aplicacion de Folltropin® sobre la
produccién de embriones, por ende se sugiere que no se utilice este estimulante en vacas

de raza Guzerat.

Palabras claves: clivaje, Folltropin®, embriones, foliculoestimulante, ovocitos



SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the effect of follicle-stimulating hormone
(FSH-Folltropin®) on the production of in vitro embryos in Guzerat breed cattle. For the
present study, a Completely Randomized Block Design (DBCA) was used, with two
treatments (applying folltropin and without applying folltroping) and ten repetitions, with
an average weight of 350 kg, body condition of 3 to 3.5 and an average age of 36 to 50
months, which passed through both experimental groups (with and without treatment), in
addition, the results obtained were analyzed with the InfoStat statistical software; A
means comparison test was included Tukey's test with 5% probability, with the variables
percentage of cleaved oocytes and percentage of embryos being subjected to this analysis.
The results show that the administration of follicle-stimulating hormone (FSH -
Folltropin®) in Guzerat breed cattle did not increase the production of bovine embryos,
as the T(0) treatment presented a greater number of cleaved oocytes and embryos
produced, which corresponds to the treatment Without application of Folltropin® on
embryo production, therefore it is suggested that this stimulant not be used in Guzerat

breed cows.

Keywords: cleavage, Foltropin®, embryos, follicle stimulating, oocytes
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INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, el campo de la biotecnologia ha experimentado un
crecimiento exponencial, proporcionando a la comunidad cientifica instrumentos
innovadores para manipular y alterar el material genético de los organismos mas
complejos: los mamiferos. El progreso en la creacion de animales transgénicos y en la
multiplicacion de lineas genéticas superiores fuera del cuerpo animal se fundamenta en
dos pilares tecnolégicos principales: el perfeccionamiento de las técnicas de fertilizacion
in vitro (FIV) y los avances en los métodos de cultivo de embriones (Fernandez et al.,
2007).

Diéz et al. (2010), sefiala que la produccion de embriones bovinos in vitro se
aplica no so6lo en investigacion y como modelo para obtener embriones en otras especies,
incluida la humana, sino también para obtener descendencia a partir de vacas de alto valor
genético. También es atil para un ultimo aprovechamiento de hembras sacrificadas por

motivos sanitarios, accidentes o reposicion.

A esto se suma, lo emitido por Peléez (2011), quien sostiene que las técnicas para
producir embriones bovinos, mediante la maduracién de ovocitos y su posterior
fertilizacion in vitro, ofrece la posibilidad de obtener embriones a bajo costo para ser

utilizados con fines de estudio o con prop6sitos comerciales.

Finalmente, tenemos lo expuesto por Ramirez (2020), quien expone que la
produccién 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 la produccion.
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 obtencion y
maduracion de ovocitos y su posterior fertilizacion en condiciones de laboratorio, por lo
que requiere personal altamente calificado que garanticen y obtengan una mayor cantidad

y calidad de embriones.

Gonella et al. (2013), menciona que la técnica de Produccion de Embriones In
Vitro (PIV) se ha consolidado como una herramienta biotecnolégica de gran relevancia
1



en el ambito de la reproduccién animal. Su impacto se extiende mas alla de la ganaderia,
donde juega un papel crucial en la aceleracién del mejoramiento genético, hasta el campo
de la investigacion cientifica, donde sirve como modelo para estudiar el desarrollo
embrionario en diversas especies. Para llevar a cabo este procedimiento, existen dos
métodos principales para la obtencién de ovocitos: Recoleccion in vivo: Este método
implica la extraccion de ovocitos directamente de animales vivos. Un procedimiento que
utiliza imagenes de ultrasonido para localizar y extraer los ovocitos de los foliculos
ovaricos. Ambos métodos permiten obtener los ovocitos necesarios para iniciar el proceso
de produccién de embriones in vitro, contribuyendo asi tanto al avance de la investigacion

como a la mejora de la eficiencia reproductiva en la ganaderia.

Mucci et al. (2006) Los métodos de produccion de embriones bovinos en etapas
previas a la implantacion, que involucran la maduracion de ovocitos y su subsecuente
fecundacion en laboratorio, presentan una alternativa econémica para la obtencion de
embriones. Estos pueden ser empleados tanto en investigacion cientifica como en
aplicaciones comerciales. En el ambito de la investigacion, estos embriones son valiosos
para estudiar el desarrollo embrionario temprano, realizar experimentos de transgénesis
y avanzar en técnicas de clonacién. Por otro lado, en el sector comercial, ofrecen una

opcion rentable para la mejora genética del ganado.

Mogollon y Burla (2013) la transferencia de embriones se posiciona como una
estrategia clave en la investigacion y desarrollo del sector ganadero, ofreciendo un medio

eficaz para impulsar tanto la productividad como la calidad del ganado.

Es por ello por lo que la presente investigacion tiene como propdsito evaluar el
efecto de la aplicacion de FSH (Folltropin®) en la produccién de embriones

bovinos in vitro de raza Guzerat.



OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar el efecto de la aplicacion de FSH (Folltropin®) en la produccion de

embriones bovinos in vitro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e ldentificar si la aplicacion de Folltropin® en bovinos de raza Guzerat aumenta la
produccion de embriones bovinos in vitro.

e Determinar el porcentaje de ovocitos clivados con y sin la aplicacién de Folltropin®
en bovinos de raza Guzerat.

e Calcular el porcentaje de embriones producidos in vitro con y sin la aplicacién de

Folltropin® en bovinos de raza Guzerat.

HIPOTESIS
Hipétesis alternativa (Ha):

La aplicacion Folltropin® aumenta la produccién de embriones bovinos in vitro en la

raza Guzerat.
Hipotesis nula (Ho):

La aplicacion Folltropin® no aumenta la produccion de embriones en bovinos in vitro

en la raza Guzerat.



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1 Raza Guzerat

Su region de origen es el estado de Bombai en la India al igual que la Gyr, proviene
de una zona de clima calido de suelos secos y pobres, esta raza corresponde a la Kankrej
de la India. ElI Guzerat se adapta facilmente a medios adversos, y posee una gran
capacidad de crecimiento en pastoreo, ademas de ser un buen productor de carne, por
seleccion ha demostrado ser también una raza productora de leche, por sus grandes
cualidades le garantizan un lugar de predominancia en la ganaderia tropical Aso cebu
(2022).

El mismo autor indica que sus cruzamientos con Bos Taurus, ya sean de origen
lechero o productores de carne. Ademas de ser un buen productor de carne, por seleccién
ha demostrado ser también una raza productora de leche. Se dice, sin embargo, que sus
mas remotos origenes corresponden a la raza Kankej del subcontinental hindi-Paquistani.
El Guzerat desempefio un papel importante en la expansion de la genética cebd, ademas

de sobrevivir la era de los cruzamientos con razas europeas.

Genética Tricolor (2021) el Guzerat se adapta facilmente a medios adversos, y
posee una gran capacidad de crecimiento en pastoreo. Ademas de ser un buen productor
de carne, por seleccién ha demostrado ser también una raza productora de leche, por sus

grandes cualidades le garantizan un lugar de predominancia en la ganaderia tropical.
1.2 Ovocitos clivados

Se denominan segmentacion o clivaje al proceso embrioldgico temprano que consiste en
una serie de divisiones celulares (Mitosis) del 6vulo fecundado (cigoto) que se producen
antes de la gastrulacion y que se relacionan con la morfologia del huevo y en particular
con la cantidad de vitelo que contiene. Las células resultantes de la division del cigoto se
denominan blastdmeros y forman una masa compacta llamada morula; a partir de ésta se

forma la blastula y posteriormente la gastrula Lino y Chasi, (2011).

Los ovocitos clivados son ovocitos madurados que se dividen de forma similar a un

embrion a las 72 horas tético) Lino y Chasi, (2011).



1.3 Ovaocitos

Los ovocitos son células altamente especializadas, las Unicas capaces, junto con
los espermatozoides, de llevar a cabo procesos mei6ticos y las Unicas dependientes de la
introduccion de ADN externo, proveniente del espermatozoide para poder llevar a cabo

las siguientes fases de desarrollo en condiciones in vivo Champang (2019).

Mientras que Ruiz (2020) indica que los ovocitos son las células germinales
femeninas que se generan en los ovarios durante el proceso denominado ovogénesis. Este
proceso tiene lugar Unicamente durante el desarrollo fetal, de manera, que todos los
ovocitos que tendra una mujer se producen ya antes de nacer. Se trata de un estadio

primario de lo que acabaréa siendo un évulo maduro.

El mismo autor indica que los ovocitos que obtenemos tras la realizacion de la
puncién ovarica deben presentar una serie de caracteristicas para considerarse validos en
un tratamiento de reproduccion asistida. Para que un espermatozoide pueda fecundar un
ovocito éste debe haber sufrido una serie de cambios que favorecen la denominada
madurez ovocitaria. Dichos cambios son imprescindibles ya que sélo los ovocitos

maduros pueden ser fecundados.
1.4  Clasificacion de ovocitos bovinos

La Universidad Nacional Autdnoma de México (2021) cita en su investigacion
que el objetivo principal de la clasificacion de los ovocitos es poder identificar los que
tienen mayor capacidad de desarrollo, que permitan la produccion no solo de blastocistos
sino que tengan la suficiente capacidad de competencia para producir gestaciones y
nacimientos, la seleccion de ovocitos para maduracion generalmente se basa en la
evaluacion morfoldgica visual de las estructuras, de la calidad del citoplasma y de las

células del cumulus.

El mismo autor indica que el criterio de clasificacién utilizado universalmente
toma en cuenta dos caracteristicas de los CCOs: Las células del cumulus (nimero de
capas de células y compactacion de estas) y apariencia del citoplasma. Con estas pautas
de seleccidn es necesario mantener el complejo cumulus-ovocito intacto considerando su

importancia para observar y evaluar la viabilidad (figura 1).



Figura 1. Clasificacion de los CCOs de acuerdo con la morfologia visual de las estructuras, de la
calidad del citoplasma y de las células del cumulus.

COC Grado I: Gran potencial de desarrolio embrionario, cublerto por 4 o
maés capas de células del cumulus adheridas a la zona pelicida, ooplasma
oscuro, fi te gr fado y hc

COC Grado II; Con 3-5 capas de células del cumulus, con ooplasma
totalimente granulado y oscuro, el 40% de estos comienzan el clivaje después
de la fertilizacion y el 8% desarrollan embriones.

.

o

COC Grado lli: Desnudos, con 1-2 capas de células del cumulus, citoplasma
granulado irregular y vacuolado, el 38% desarrolla clivaje y <1% se desarrolla
hasta blastocisto

I
‘ J COC Grado IV: Son aguellos ovocitos desnudos y/o con citoplasma

I heterogéneo.

Fuente: Universidad Nacional Autébnoma de México (2021)

1.5 Maduracién de ovocitos bovinos

La maduracién de ovocitos in vitro en animales es un proceso bioldgico crucial
en la reproduccidn asistida y la investigacion en biologia reproductiva. La capacidad de
madurar ovocitos fuera del cuerpo del animal ha revolucionado numerosos campos, desde
la medicina veterinaria hasta la biotecnologia y la conservacion de especies en peligro de
extincion. Este proceso permite manipular y estudiar el desarrollo ovéarico en condiciones
especificas, sin depender de la fisiologia del animal. Esta biotecnologia se ha convertido
en una herramienta eficaz para mejorar las tasas de éxito en la reproduccion y la

produccién de embriones de alta calidad Mancheno et al, (2024).

La maduracion nuclear y citoplasmatica ocurre in vivo durante el crecimiento
folicular y la ovulacion. Este desarrollo ovocitario va de la mano con la maduracion
folicular, siendo ambos procesos inducidos por cambios caracteristicos en los niveles
plasmaticos de las gonadotrofinas. La relacion entre el ovocito y las células foliculares se
modifica durante el periodo de maduracion como resultado de cambios en la membrana

del ovocito y el sistema sefiales intercelulares Farfan (2019).

Las condiciones de maduracion generalmente utilizadas, implica el uso de
TCM199 suplementado con suero fetal bovino y gonadotropinas (FSH y LH) en una
atmosfera hiumeda con 5% CO2, a 38.5°C. Es importante tener en cuenta que hay efectos

paracrinos de los complejos cumulus-ovocito que afectan la maduracion.



Consecuentemente, la maduracion de ovocitos se hace en grupos, y se considera el
volumen de la gota con la cantidad de ovocitos a madurar. Los ovocitos requieren 20-24
horas de incubacion para completar la maduracion con la exclusion del primer corpdsculo
polar y estar listos para ser fertilizados. Bajo estas condiciones, alrededor del 90% de los

ovocitos progresan hasta metafase Il de la meiosis UNAN (2021).
1.6 Embriones bovinos in vitro

La produccion de embriones in vitro (PIV) es una biotecnologia reproductiva que
tiene un gran potencial como herramienta en el mejoramiento genético porque permite un
acortamiento del intervalo generacional y logra aumentar la propagacion del material

genético en los hatos Gonella A. et al, (2013).

Los resultados de produccion in vitro de embriones en distintas especies fueron
mejorando significativamente a medida que avanzaron los conocimientos acerca de sus
requerimientos. Para ello, fue necesario transformar los medios de cultivo primitivos,
muy complejos y suplementados frecuentemente con suero, en medios mas definidos, en
los cuales cada uno de sus componentes pudiera ser estudiado en funcion del efecto que
genera sobre el desarrollo embrionario, su sobrevida poscriopreservacion, la tasa de

gestacion y el porcentaje de crias viables Mucci et al, (2006).

La produccion de embriones in vitro (P1V) consta de varias etapas, cada una de
las cuales puede afectar a los resultados finales del proceso. Estas etapas pueden
resumirse en las siguientes: obtencién de ovocitos, seleccidn de ovocitos, maduracion in
vitro (MIV), fecundacién in vitro (FIV) y cultivo de los cigotos resultantes hasta
blastocistos (CIV) Astiz et al, (2020).

1.7 Desarrollo de embriones

El desarrollo embrionario es el periodo que se produce entre la fecundacion y el
parto. Dura normalmente nueve meses, y en cada uno de los trimestres en los que se divide

se desarrollan diferentes partes del cuerpo Marbello (2024).

El desarrollo embrionario es un proceso complejo por el cual una célula huevo se
transforma, tras la fecundacion, en un organismo adulto. Estas transformaciones estan
controladas por redes de interaccion entre genes, la evolucion también es un proceso

complejo en el que la forma cambia a lo largo del tiempo en una poblacién; Asi, tanto el



desarrollo como la evolucién son procesos de cambio, uno durante la vida de un
organismo Yy el otro entre generaciones, estos dos procesos estan intimamente ligados
porque cualquier cambio en la evolucion aparece primero como un cambio en el

desarrollo de un individuo en una poblacion Salazar (2010).

Los factores que comprometen el desarrollo embrionario y el subsiguiente
crecimiento fetal son complejos ya que involucra procesos como la proliferacion celular,
el desarrollo y mantenimiento del CL, las funciones del oviducto y del Utero, la

implantacion y vascularizacion del embrion entre otros Tovio et al, (2008).
1.8 Maduracion de embriones

La maduracion in vitro de ovocitos es una técnica de reproduccion asistida que
permite madurar 6vulos fuera del ambiente ovérico, en condiciones de cultivo en el
laboratorio (in vitro) y generar embriones a partir de ellos. "La maduracién in vitro de
ovocitos consiste en madurar el ovocito extraido del complejo cimulo-ovocitario in vivo
de pequefios foliculos antrales, el ovocito se extrae en estadio de vesicula germinal e in
vitro se madura hasta metafase 11", explica la doctora Beatriz Bueno Olalla, Ginec6loga
especialista en Reproduccién asistida y miembro de la Unidad de Reproduccién

Asistida del Hospital Ruber Internacional Bueno (2023).

Campoverde et al, (2024) cita en su investigacion que la maduracién de ovocitos
in vitro en animales es un proceso bioldgico crucial en la reproduccion asistida y la
investigacion en biologia reproductiva. La capacidad de madurar ovocitos fuera del
cuerpo del animal ha revolucionado numerosos campos, desde la medicina veterinaria
hasta la biotecnologia y la conservacion de especies en peligro de extincion. Este proceso
permite manipular y estudiar el desarrollo ovarico en condiciones especificas, sin
depender de la fisiologia del animal. Esta biotecnologia se ha convertido en una
herramienta eficaz para mejorar las tasas de éxito en la reproduccién y la produccion de

embriones de alta calidad.
1.9 Cultivo de embriones

Los embriones se cultivan en un solo medio de cultivo, con recubrimiento de
aceite, para mantener un sistema de cultivo estable y preservar la viabilidad del embrion,

que es clave para mejorar los resultados clinicos Comin, (2021).



Mihura, (2023) cita en su investigacion que el cultivo embrionario se puede definir
como el periodo en el cual se desarrollan las estructuras desde presuntos cigotos hasta
blastocistos. Este periodo estd comprendido entre el dia 1 y el 7 del desarrollo embrionario
y 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.

El mismo autor indica que el medio de cultivo es un aspecto fundamental en el
cultivo embrionario, ya que debe proporcionar condiciones dptimas para el desarrollo del
embrion. Se les aporta una fuente energética y una fuente de aminoacidos componentes
esenciales. Los mismos, actian como fuente de energia, reguladores del pH y precursores
de proteinas y acidos nucleicos. Resultan necesarios para 20 almacenar proteina en los
embriones, asociados a una divisién celular mas réapida y blastocistos con mayor nimero

de células.

1.10 Folltropin

La empresa Vetoquinol Especialidades Veterinarias (2024), sefiala que el
producto Folltropin se compone de un extracto de glandulas pituitarias de cerdos, que
contiene principalmente hormona foliculoestimulante (FSH) y una pequefia cantidad de
hormona luteinizante (LH). La FSH es crucial para iniciar la actividad ovarica, pues
impulsa el desarrollo de los foliculos en los ovarios. Cuando se administra FSH externa
a mamiferos durante el inicio de la ola folicular, se estimula el crecimiento de foliculos
mayores a 1,7 mm de diametro, los cuales normalmente se degenerarian durante el ciclo
estral. Para que varios foliculos en crecimiento alcancen la madurez necesaria y puedan
responder a la LH en las etapas finales de maduracion y ovulacion, se requiere un estimulo
continuo de FSH durante aproximadamente 4 dias. En el caso del ganado bovino, se ha
observado que los évulos fecundados resultantes de la superovulacién con FSH, PMSG
y otros farmacos con altos niveles de LH, muestran una fertilizacion reducida. Cuando se
aplica por via intramuscular, la FSH de Folltropin se absorbe velozmente desde el punto
de inyeccion. Su vida media es de 5 horas y no se detecta en la sangre despues de 12 horas
de la aplicacion. El higado se encarga de inactivar la FSH, y los rifiones la eliminan del

organismo.



Figura 2. Folltropin

Fuente: Vetoquinol Especialidades Veterinarias (2024).



CAPITULO II
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacién

El canton Pedernales se encuentra ubicado al norte de la Provincia de Esmeraldas

en Ecuador, al sur con los cantones Jama y Chone, al oeste con el Océano Pacifico.

Figura 3. Mapa del Canton Pedernales
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Fuente: Ecured (2024)

El presente trabajo de investigacion se realizd en la Hacienda La Diligencia
propiedad del Sr. Bosco Mendoza, ubicada en el sector La Chorrera del cantén

Pedernales de la provincia de Manabi.
2.2. Disefio experimental

Para el presente estudio se empleo la T-Student, con dos tratamientos (aplicando

Folltropin® y sin aplicacion de Folltropin®) y diez repeticiones.
2.3. Variables en estudio

2.3.1 Variable independiente

e Folltropin® sobre la produccién de embriones (2,5 ml).



2.3.2 Variables dependientes
e Cantidad de embriones viables (n).

e Cantidad de ovocitos clivados.

2.4. Tratamientos

Los tratamientos corresponden a la adicion de Folltropin® sobre la produccion de

embriones expuestos en la siguiente tabla:

Tabla 1: Descripcion de los tratamientos.
Simbologia Probidtico

Sin Folltropin® sobre la produccion de
T0 embriones.

Folltropin® sobre la produccion de
T1 embriones (2,5 ml).

Fuente: Elaboracion Propia

2.5. Unidades experimentales

Las unidades experimentales se constituyeron por un total de 10 vacas ciclicas
de raza Guzerat con un peso promedio de 450 kg, condicién corporal de 3 a 3,5y edad
promedio de 36 a 50 meses. El total de los animales que pasaran por ambos grupos
experimentales tratados con y sin FSH de acuerdo con el momento de la ejecucion del

experimento.
2.6. Variables dependientes

2.6.1. Cantidad de embriones viables (n):
La evaluacion de calidad se realizd6 mediante la observacion de caracteristicas
morfologicas, tales como la forma, tamafio, simetria y la presencia de fragmentacion. Los
embriones se clasificaran en tres categorias segun su calidad: grado 1, grado 2 y grado 3.
Aguellos clasificados como grado 1 presentan la mejor calidad, mientras que los
embriones de grado 2 se consideran de calidad media. Por otro lado, los embriones
clasificados como grado 3 no exhiben una buena calidad y tienen una capacidad de

implantacion inferior.



2.6.2. Cantidad de ovocitos clivados:

La evaluacion del clivaje fue determinada por observacion directa de los embriones bajo
estereomicroscopio a las 48 hp0i registrando el nimero de embriones en cada estadio de
acuerdo con los siguientes criterios: No clivados 1 célula; 1er clivaje 2 células; 2do clivaje

4 células; 3er clivaje 5-8 células.
2.7. Variable independiente

2.7.1. Folltropin® sobre la produccion de embriones (2,5 ml).
En este estudio se realizd aspiracion folicular con sincronizacion previa durante la onda
folicular, FSH Folltropin® se administra de la siguiente manera: Dia 0 2.mg BE

(Gonadiol®, Zoetis, Argentina), 0,5 mg P4 unidad de aplicacion.

Progesterona inyectable de 50 mg (Gestavec® 25, Vecol) IM 1 %2 x 18 g de aguja vacia,
50 mg de FSH inyectados cuatro dias después (Folltropin®, Vetoquinol) El dia 5 se retira

el dispositivo y se realiza la aspiracion.
2.8. Manejo del ensayo
e Protocolo de Aplicacion de FOLLTROPIN®

El protocolo de superovulacion con Folltropin®, detalla un esquema de administracion

de hormonas para la estimulacion ovarica en un proceso de reproduccion asistida.
A continuacion, se describen los datos clave de la tabla:

Dia 0 (8 am):

Coloque un dispositivo intravaginal.

Se administra 50 mg de progesterona y 2 mg de benzoato de estradiol.

Dia4 al Dia 7:

Se administra 2 ml de Folltropin-V con diferentes concentraciones de NIH-FSH-P1

(hormona foliculoestimulante).



En los dias 6 y 7, también se aplica 2 ml de PGF2a para inducir la luteolisis.
Dia 9:

En la mafana, se detecta el celo y se administra 3 ml de GnRH (hormona liberadora de

gonadotropinas).

En la noche, se realiza la inseminacion artificial.
Dia 10 (8 am):

Se repite la inseminacion artificial.

Dia 15 (8 am):

Se lleva a cabo la colecciéon de embriones.

e Maduracion

Colocar los ovocitos en una incubadora con medio de cultivo durante 22 a 24 horas. La
temperatura ideal para la incubacion de embriones bovinos se mantiene a 38,5°C y se
recomienda una humedad relativa del 85%. Todo el proceso se lleva a cabo en una
incubadora THERMO 3031 equipada con aislamiento de poliuretano libre de CFC/HFC
para garantizar una temperatura Optima y evitar la condensacion. La puerta climatizada
Smart Energy Control evita la condensacion incluso a bajas temperaturas y dispone de
una sofisticada funcion de temporizador que puede funcionar en modo semanal, diario o
instantaneo. En este proceso se utilizo el medio TCM-199, que es rico en nutrientes, este

medio se utiliza para la maduracion de los évulos y cultivo de embriones.
e Fertilizacion

El medio TALP IVF enriquecido con 20 uM de penicilina, 10 uM de hipotaurinay 1 uM
de epinefrina (PHE) se utilizd6 como suplemento antioxidante y estimulador de la
motilidad de los espermatozoides y de la reaccién del acrosoma. Ademas, también se
afiadio heparina para promover la capacitacion de los espermatozoides y se afiadio
piruvato 1 mM. Después de 24 h de maduracion in vitro (MIV), los ovocitos se lavaron



con medio de FIV y se dividieron en grupos de 9 a 15 ovocitos en 50 ul de gotas de FIV
de complejo cumulo-ovocito (COC).

Los espermatozoides se conservaron previamente en un tanque de nitrégeno, se
descongelaron a 35 °C durante 40 segundos y luego se condensaron utilizando un
gradiente de densidad. Los espermatozoides de mejor calidad y mas moviles llegan al
fondo del tubo y se mueven a través del medio, aumentando su densidad. Este proceso
provoca cambios bioquimicos en los espermatozoides, haciendo que se vuelvan
hiperactivos y promuevan la reaccion del acrosoma, que conduce a la fertilizacion del

ovulo.

La capacitacion espermatica se realiz6 utilizando gradientes de densidad del 90% y 45%,
Bovipure, y se almacenaron en tubos Eppendorf en el siguiente orden. Coloque una pipeta
que contenga 500 pL de esperma sobre estos gradientes sin alterarlos. Luego, la mezcla
se centrifugd a 700 x g durante 10 min, se elimino el sobrenadante y el pellet resultante
se disolvié en 500 pl de medio de FIV y se centrifugd nuevamente a 700 x g durante 5
min. Finalmente, el pellet se diluy6é con medio de FIV hasta una concentracion final de

2x1076 espermatozoides/ml y se agregaron 10 pl de la dilucién a la gota de fertilizacion.
e Cultivo de embriones

Al final del periodo de fecundacion, los 6vulos potencialmente fecundados se retiran del
medio de FIV. En la primera fase se extraen las células caliciformes que rodean al 6vulo
que se espera fecundado y luego se clasifican. Los évulos fecundados, que tienen sus

células del cumulo separadas y son de mayor calidad, se transfieren al sistema de cultivo.

Las células del cimulo se pueden eliminar mediante un pipeteo suave, la aplicacion de
hialuronidasa o mediante un vértex. La clasificacion de los cigotos potenciales se realizd
de acuerdo con los criterios establecidos para la clasificacion de ovocitos, con énfasis en
el analisis citoplasmatico. El objetivo fue excluir estructuras que tuvieran citoplasma

claro u oscuro, signos de apoptosis o signos de degeneracion.

El cultivo de embriones cubre el periodo desde el posible évulo fertilizado hasta la
formacion del blastocisto y se desarrolla entre el dia uno y siete del desarrollo

embrionario.



2.9. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en las variables se analizaron con el software estadistico
InfoStat; se incluyé una prueba de T-Student con el 5% de probabilidad, las variables

porcentaje de ovocitos clivados y porcentaje de embriones se sometieron a este analisis.

CAPITULO 11l
3. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las variables se analizaron con el software estadistico
InfoStat; se incluyd una prueba de comparacion de medias T-Student y con el 5% de
probabilidad, las variables en estudio son: porcentaje de ovocitos clivados y porcentaje

de embriones.

3.1. Calculo del porcentaje de ovocitos clivados producidos in vitro con y sin la

aplicacién de Folltropin®

Como podemos observar en la tabla 2 de Prueba de T-Student, el p- valor es mayor a 0,05

por lo que no hay significancia en las variables.

Tabla 2. Prueba T-Student del % de clivaje
TRATAMIENTO MEDIA FIRMEZA p-valor

Con Folltropin® 70,90 0,5347

Sin Folltropin® 75,70

Fuente: Elaboracion propia

En la investigacion de Villamil, (2019) indica que la donadora es la que afecta el
desempefio del semen en cada trabajo obteniendo porcentajes de clivaje altos y bajos,
encontrando el porcentaje mas alto corresponde al toro raza JDH Clanton de manso 313/8
con un 67%, y el méas bajo con un toro raza Corbyn Lotto 27 con un 18%, cabe sefalar
que el trabajo se desarrollé sobre el nimero de ovocitos totales sin tener en cuenta la
clasificacion ovocitaria, lo que nos podria indicar que el comportamiento irregular de los

toros se debe a la calidad de los ovocitos de cada donadora.

El mismo autor indica que la variacién del clivaje depende de que la calidad del ovocito

puede estar afectada por factores enddgenos como especies reactivas de oxigeno del



metabolismo y exodgenos como estrés por calor y malnutricion, los cuales pueden
conducir a un deterioro progresivo de la calidad de los ovocitos, trayendo consigo un fallo
de la fecundacién y una menor tasa de desarrollo después de la fertilizacion.

Filipiak et al, (2017) obtuvieron en su investigacion un 88 % de clivaje y un 34 % de
desarrollo, si bien obtuvieron un clivaje mayor. En ese mismo estudio se comparé también
dos métodos de capacitacion de semen, el método del Percoll vs. centrifugacion simple
en Talp-Sperm (sin seleccionar vivos de muertos) y obtuvieron un mayor clivaje y
desarrollo con el método del Percoll que selecciona vivos de muertos. Ademas,
encontraron que se producen anomalias cromosdémicas cuando el semen estd mas

concentrado, asi como cuando no se separa a los espermatozoides muertos.

3.2.Célculo del porcentaje de embriones producidos in vitro con y sin la aplicacion
de Folltropin®

Como se evidencia en la tabla 3 prueba de T-Student, el p- valor es mayor a 0,05 por lo

que no hay significancia en las variables.

Tabla 3. Prueba T-Student del % de embriones

TRATAMIENTO MEDIA FIRMEZA p-valor
Con Folltropin® 11,70 0,5742
14,20

Sin Folltropin®

Fuente: Elaboracion propia

Salinas (2013), al evaluar la eCG afadida a un tratamiento superovula torio con la
finalidad de incrementar el nUmero de embriones viables y transferibles. Seleccioné 20
vacas donantes Holstein friesian y divididos en dos grupos de 10: Grupo 1.- Vacas
tratadas con (eCG mas Folltropin-V), y Grupo 2.- Vacas tratadas con (Folltropin-V).
Grupo 1.- el dia 0, aplicacion intravaginal del dispositivo CIDR; mas 3 mg (BE) y (P4)
100mg. IM.; el dia 4, se aplicoé Folltropin—V (FSH-p) IM cada 12 horas en dosis
decrecientes durante cuatro dias; el dia 6, se aplicd dos veces de PGF2a 2ml IM cada 12
horas; el dia 7, se retird el implante y se aplicé dos dosis de 200 Ul de eCG cada 12 horas;
El dia 8, se inyecto 2,5 ml de (250 ug de Buseralina) y se insemind 3 veces cada 12 horas.

Mientras que el Grupo 2 se procedio de la misma manera, excluyendo la eCG. El dia 15,



se recolectd los embriones para su evaluacion y clasificacion. Para el analisis de las
variables cuerpos IUteos, total de estructuras colectadas, embriones transferibles se utiliz6
el Anélisis de Varianza y Chi-cuadrado; concluyendo que no hubo significancia
estadistica alguna (P> 0.05) y que la eCG adicionada a Folltropin® no dio la respuesta

esperada.

Mientras que Mendoza (2024), al evaluar el efecto de la hormona foliculoestimulante
(FSH-Folltropin®) sobre la produccién de embriones in vitro en bovinos. Para su
determinacion se despleg6 un disefio experimental Cross Over, en el cual se trataron 25
vacas ciclicas de razas cebuinas, con un peso promedio de 350 kg, condicién corporal de
3 a 3,5y una edad promedio de 36 a 50 meses, mismas que pasaron por ambos grupos
experimentales (con y sin tratamiento), en complemento, se determinaron los parametros
de las variables de estudio mediante modelos lineales generalizados mixtos, con un nivel
de significancia del 5 %. Los resultados mostraron que la administracion de FSH fue
significativamente superior (p<0,0001) al tratamiento control, al presentar mayores
cantidades de foliculos estimulados, de ovocitos viables y embriones transferibles.

Por otra parte, en la investigacion de Vieira y Mapletoft, (2015), determinaron que la
super estimulacion de donantes Holstein con FSH aumentd la eficiencia de la produccién

in vitro al mantener mas embriones viables que el tratamiento sin FSH.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

e Laadministracién de la hormona foliculoestimulante (FSH - Folltropin®) en
bovinos de raza Guzerat, con una dosis aplicada de 2,5ml no aumentd la
produccién de embriones bovinos in vitro, por lo que se rechaza la hipétesis
alternativa y se acepta la hipétesis nula.

e En el andlisis de varianza del porcentaje de ovocitos clivados se evidencio que el
p-valor es mayor a 0,05 en ambos tratamientos lo que nos indica que no hay
significancia en las variables es decir que la aplicacion de la FSH no generé
ningun impacto en las vacas en estudio.

e El mayor porcentaje de ovocitos clivados se obtuvo en el tratamiento T (0) el cual
corresponde a la no aplicacion de Folltropin® en la produccion de embriones
bovinos in vitro con un 75,70 % en comparacion al tratamiento T (1) el cual es el
método que si se le aplico el Folltropin® mismo que obtuvo el 70,90% ovocitos
clivados.

e Enelandlisis de varianza del porcentaje de embriones bovinos producidos in vitro
se demostré que el p-valor es mayor a 0,05 en ambos tratamientos lo que nos
indica que no hay significancia en las variables es decir que la aplicacion de la
FSH no gener6 ningln impacto en las vacas en estudio.

e EIl mayor porcentaje de embriones producidos in vitro se obtuvo mediante el
tratamiento T (0) al cual no se le aplico Folltropin® en la produccion de embriones
con un 14,20 % en comparacion al tratamiento T(1) el cual es el método que si se

le aplicd el Folltropin® obtuvo el 11,70% de porcentaje de embriones.



CAPITULO V
RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones adicionales que exploren la aplicacion de diversas dosis
de FSH en otras razas para obtener una perspectiva mas integral y evidenciar si es
la raza que afecta en la produccion de embriones bovinos in vitro.

Dado la baja produccion ovocitos clivados y de embriones con la aplicacién del
FSH, se sugiere no considerar el uso de este foliculoestimulante en vacas de raza

Guzerat.
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