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Resumen

La investigacion se realizé en el laboratorio de biotecnologia. El objetivo fue determinar el efecto del
agente sexador de semen (HeiferPlus™) sobre el porcentaje de embriones hembras obtenidos en
produccion in vitro (PIV). Se valoré calidad espermatica, cantidad de ovocitos clivados y blastocistos
obtenidos y nimero de embriones hembras y machos. Se analizd tres tiempos de co-incubacion
(semen + HeiferPlus™) y un control, utilizando un disefio completamente al azar, los resultados se
evaluaron en SPSS® version 25. Se comparé las variables cualitativas utilizando prueba de Chi
cuadrado, para las cuantitativas se realiz6 un ANOVA y para comparar medias la prueba de Tukey al
5%. Los tratamientos T2 y T3 difieren de T1 y control en cuanto a Vitalidad y Motilidad Individual
Progresiva; la Integridad de Membrana disminuy6 en T1, T2 y T3 frente al control; las Anormalidades
e Integridad de la Membrana Acrosomal no presentaron diferencia. El clivaje de T3 disminuy6 respecto
aTly T2, los cuales presentan valores menores que el control. El nimero de embriones fue similar
T2, T3 y control, disminuyendo en T1. La relacion de embriones hembras y machos no difieren
estadisticamente aunque se encontré un incremento del 20,5% y 19,4% a favor de las hembras T1y
T2 frente al control. En conclusion HeiferPlus™ afecta parcialmente la calidad seminal, resultando un
menor nimero de ovocitos clivados; sin embargo, no afecta el nimero de embriones obtenidos;
empero, existe un incremento significativo no estadistico de embriones hembra en PIV al usar el agente

sexador.

Palabras claves: HeiferPlus™. Semen sexado. PIV. Sexado de embriones
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Abstract

The research was conducted in the biotechnology laboratory. The objective was to determine the effect
of the semen sexing agent (HeiferPlus™) on the percentage of female embryos obtained in vitro
production (PIV). Sperm quality was assessed, number of clivaled oocytes and blastocysts obtained
and number of embryos female and male. Three times of co-incubation (semen + HeiferPlus™) and
one control were analyzed, using a completely randomized design, the results were evaluated in
SPSS® version 25. The qualitative variables were compared using Chi-square test, for the quantitative
ones performed an ANOVA and to compare means the Tukey test at 5%. Treatments T2 and T3 differ
from T1 and control in terms of Vitality and Progressive Individual Motility; Membrane Integrity
decreased in T1, T2 and T3 versus control; The Abnormalities and Integrity of the Acrosomal Membrane
showed no difference. The cleavage of T3 decreased with respect to T1 and T2, which have lower
values than the control. The number of embryos was similar T2, T3 and control, decreasing in T1. The
ratio of female and male embryos do not differ statistically, although an increase of 20.5% and 19.4%
was found in favor of the T1 and T2 females compared to the control. In conclusion HeiferPlus™
partially affects the seminal quality, resulting in a lower number of cleaved oocytes; however, it does
not affect the number of embryos obtained; however, there is a significant non-statistical increase in

female embryos in PIV when using the sexing agent.

Keywords: HeiferPlus™. Sexed semen. PIV. Embryo sexing
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ADN: Acido desoxirribonucleico
ARNm: Acido ribonucleico mensajero
CIV: Cultivo in vitro

COz2: Dioxido de carbono

COC’s: Complejos cumulus-ovocito
DCA: Disefio completamente al azar
FIV: Fecundacion in vitro

FSH: Hormona foliculoestimulante
Ha: Hectareas

HOST: Hypoosmotic Swelling Test
IA: Inseminacion artificial

km: Kilometros

LAMP: Amplificacion isotérmica mediada por un lazo
LH: Hormona Luteinizante

min: Minutos

MIP: Motilidad individual progresiva
MIV: Maduracién in vitro

ml: Mililitros

mg: Miligramos

mm: Milimetros

mmHg: Milimetros de mercurio

mM: Milimolar

msnm: Metros sobre el nivel del mar

N2: Nitrogeno
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ng: Nanogramos

O2: Oxigeno

OPU: Ovum pick-up

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PIV: Produccion de embriones in vitro
RA: Reaccion acrosomal

SOF: Fluido oviductal sintético

Ul: Unidades internacionales

Mg: Microgramos

Ml: Microlitros

MM: Micromolar

g: Gravedad
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1 INTRODUCCION
En los ultimos tiempos se ha buscado mejorar el rendimiento de las ganaderias bovinas, mediante la
implementacion de varias biotecnologias, como la produccién de embriones in vitro (PIV). Este proceso
se realiza a partir de ovocitos obtenidos de ovarios de vacas de matadero o animales vivos, los cuales
son madurados, fecundados y cultivados en laboratorio (1). La PIV conjuntamente con otras
biotecnologias tiene como finalidad aprovechar al méximo el material genético, que permita obtener
un mayor numero de nacimientos por vaca al afio (2); sin embargo, luego de los 6 o 7 dias del proceso
de PIV apenas un 25-40% de ovocitos alcanzan el estadio de blastocisto (3); ademas, estos embriones
son de menor calidad si los comparamos con los producidos in vivo obteniendo porcentajes de

gestacion bajos que flucttan entre el 30-40% (4).

Generalmente en la PIV, los ovocitos son fecundadas con semen convencional (no sexado), llegando
a producir alrededor de un 25-40% de blastocistos viables, estos embriones mantienen la relacion del
sexo en un 50% hembras y 50% machos como sucede in vivo, no obstante en la actualidad se busca
incrementar el porcentaje de embriones de un sexo determinado dependiendo la actividad de la
explotacion (leche-hembras; carne-machos), con el fin de mejorar la rentabilidad (5) y se ha
demostrado que con el uso de semen sexado se puede alcanzar hasta un 90% de crias del sexo
deseado (6).

El sexaje de semen se realiza por una técnica llamada citometria de flujo (7), que utiliza una tincion
fluorescente, misma que se une al ADN de las gametas. Para entender este proceso se debe tener en
cuenta que los espermatozoides X contienen un 3.8% mas ADN que los espermatozoides Y; por lo
tanto, captan mas tincién y emiten mas fluorescencia (8), el citdmetro de flujo detecta la diferencia de
fluorescencia y los separa en tres grupos: el primero con mayor luminosidad (espermatozoides X),
segundo con menor luminosidad (Y) y los muertos o que no han podido ser clasificados en el tercer
grupo (9). Todo este proceso es largo, lo cual reduce la cantidad de espermatozoides disponibles y

por ende encarece la producciéon comercial. A tal punto de que las pajuelas de semen sexado

Noelia Natali Lopez Zhinddn
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contienen apenas 2 millones de espermatozoides, es decir 10 veces menos cantidad que una pajuela
convencional (20 millones). Ademas, estos espermatozoides al haber sufrido gran manipulacion en su
proceso de sexaje, se encuentran pre capacitados, lo cual disminuye su capacidad de fecundacion in
vivo (10). Sin embargo, en la produccion de embriones in vitro (PIV) la cantidad de espermatozoides
necesarios para la fecundaciébn es menor. Ademas, en la fecundacién in vitro (FIV), los
espermatozoides a utilizar deben estar pre capacitados; por lo tanto, es un punto a favor del semen
sexado (11,12).

Lamentablemente, los resultados obtenidos con el uso de semen sexado en la PIV son
desalentadores, pues la tasa de fecundacion in vitro se reduce en un 10 a 20% (13). Esto conlleva a
tener un menor numero de blastocistos transferibles al final del proceso (5,14), con alteraciones
ultraestructurales, en su morfologia y metabolismo, lo cual disminuye su capacidad para lograr una
gestacion (15,16). Estas implicaciones han generado que el uso de semen sexado comercial en la

produccion de embriones in vitro se vea limitada.

Estudios recientes vienen trabajando en diversas alternativas baratas, eficaces y eficientes, que
permitan obtener embriones del sexo requerido tanto in vivo como in vitro. Una de ellas es el uso de
un agente sexador de semen bovino de uso comerciales (HeiferPlus™, EMLAB Genetics, USA). Segun
la informacion del fabricante este producto mezclado con el semen convencional, incubado por 20
minutos y luego utilizado para la fecundacién via inseminacién artificial (in vivo) o en fecundacién in
vitro (FIV), permitiria obtener mayor nimero de crias hembras sin afectar la tasa de concepcion, esto
basado en el principio de que aceleraria la motilidad de los espermatozoides X y disminuiria en el
espermatozoide Y (17,18). Sin embargo, la informacion existente es muy limitada sobre como actla
este agente sexador y si realmente incrementa el porcentaje de embriones hembras obtenidos en un

proceso de PIV.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Determinar el efecto del agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™) sobre el

porcentaje de embriones hembras obtenidos en un proceso de produccién de embriones in vitro (PI1V).

1.1.2 Objetivos especificos

e Valorar la calidad esperméatica pos-incubacién con el agente sexador de semen bovino para
hembras (HeiferPlus™) en los cuatro tratamientos en estudio.

e Determinar el porcentaje de clivaje y embriones obtenidos en los tratamientos a realizarse.

e Establecer si la co-incubacion con el agente sexador de semen bovino para hembras
(HeiferPlus™) del semen utilizado en el proceso de fecundacioén in vitro (FIV) permite obtener

mayor numero de embriones hembra.

1.2 Hipotesis

La co-incubaciéon del semen con agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™) previo

a la fecundacion in vitro (FIV) permite obtener mayor porcentaje de embriones hembra.

Noelia Natali Lopez Zhinddn
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1Produccion in vitro de embriones (PIV)

La produccion de embriones in vitro (PIV) es una de las biotecnologias ampliamente usadas en las
Ultimas décadas, reproduce de manera artificial los procesos de maduracion y fecundacién ovocitaria
(19). Son varias las ventajas que nos brinda ya que permite preservar la genética de animales que han
sido sacrificados, un mejor uso del semen de alto valor genético, control de enfermedades
reproductivas, entre otras (1). Sin embargo, existen desventajas entre las cuales podemos mencionar
un bajo porcentaje de embriones transferibles (30—-40%), menor calidad, bajos porcentajes de

gestacion, problemas en las criopreservacion (20).

La PIV se realiza en varias etapas; la primera es la obtencion de los complejos cimulus-ovocito COC’s,
ya sea de animales de matadero o de hembras vivas (21), la segunda etapa es la maduracion de los
ovocitos, en la cual ocurren una serie de cambios en su citoplasma y nucleo, la tercera etapa es la
fecundacion que es la interaccidn de los gametos femeninos y masculinos y la cuarta etapa es el cultivo

en la que se obtienen los blastocistos (22).

2.1.1 Obtencion de los complejos cimulus-ovocito (COC’s)

Los ovarios contienen un gran numero de foliculos en diferentes estados de desarrollo, la recoleccion
de ovocitos permite aprovechar los foliculos no ovulatorios que en condiciones fisiolégicas se volverian
atrésicos (23). Los complejos cumulus-ovocito (COC’s) pueden ser obtenidos tanto de animales vivos

como de ovarios provenientes de vacas sacrificadas en el matadero (24).

2.1.1.1 Obtencion de COC’s de animales vivos

La obtencion de ovocitos de animales vivos permite obtener mayor nimero de embriones y/o terneros
por donadora al afio (25). Los ovocitos pueden ser recuperados de hembras de todas las edades, en

animales ciclicos o aciclicos, en el primer tercio de gestacion y animales que no respondan a la

Noelia Natali Lopez Zhinddn
Pagina 18



ég Universidad de Cuenca
b

estimulacién hormonal. EI método mas empleado es la aspiracion guiada por ultrasonografia (OPU,
Ovum Pick-Up) (26,27).

Ovum pick-up (OPU)

El método de aspiracion folicular transvaginal (OPU), fue usado por primera vez en ganado vacuno en
Holanda al final de la década de los 80 y hasta la fecha han nacido mas de 200 000 terneros usando
dicha tecnologia (28). OPU permite recuperar ovocitos de animales vivos, es decir, se conoce el origen
del material genético, por lo tanto es una buena alternativa de mejoramiento del hato obteniendo mayor
namero de embriones por vaca al afio (29), ademas puede ser aplicada en animales de alto valor
genético que han desarrollado problemas reproductivos, animales jovenes, gestantes o seniles (30).
Se considera una técnica poco invasiva lo que permite repetirla con frecuencia en un mismo animal
(31), para su realizacion se emplea un ecografo el cual nos ayuda a visualizar los foliculos que seran
puncionados con una aguja acoplada a una sonda transvaginal (24). Factores técnicos como tamafio
de aguja y presion de vacio influyen sobre la calidad de ovocitos recuperados, ademas de los factores
bioldgicos incluyendo el animal, tratamientos hormonales, frecuencia de OPU vy la experiencia del
operador (32,33).

2.1.1.2 Obtenciéon de COC’s post mortem

El uso de ovarios provenientes de hembras enviadas a matadero es una alternativa para el desarrollo
de las biotecnologias de la reproduccién ya que constituyen una fuente de ovocitos a bajo costo (24),
en grandes cantidades y de buena calidad (27). La recuperacion de COC’s post mortem se puede

realizar por puncién folicular y seccionamiento de los ovarios (34).
Puncién folicular

La puncion o aspiracion folicular es el método mas usado para la investigacion, consiste en aspirar el

liquido de los foliculos de la superficie de los ovarios mediante una aguja ya sea con una jeringa o con
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una bomba de vacio (35), se puncionaran los foliculos <8 mm ya que estos proporcionan ovocitos de
mejor calidad (36). Es un método rapido lo que implica que los ovocitos estan expuestos por menos
tiempo a condiciones extrafoliculares (37), aunque es importante tomar en cuenta el calibre de la aguja
el cual es determinante en cuanto a la calidad de los ovocitos, agujas de calibre pequefio dafan la
integridad de los ovocitos (38), de la misma forma al usar la bomba de vacio se recomienda presiones

< 65 mmHg con el fin de no afectar la calidad de los ovocitos (39).
Seccionamiento ovarico (Slicing)

Los ovarios son colocados en cajas Petri con medio de coleccidn y con un bisturi se realizan cortes
transversales y longitudinales en la superficie e interior de los mismos (24). Se ha demostrado que
mediante este método se recuperan mayor cantidad de ovocitos en comparacion con la puncion

folicular, sin embargo la calidad es menor (40,41).

Una vez obtenidos los COC'’s se evaluan y clasifican morfolégicamente con el fin de tener resultados
favorables en la posterior maduracién y fecundacion, dicha clasificacion se basa en la apreciacion
visual, considerando las caracteristicas del cimulus y del citoplasma del ovocito (27).

Se clasifican en cuatro categorias:

A: ovocito con apariencia compacta, mas de cuatro capas de células del cimulus y citoplasma
homogéneo y transparente.

B: con 1 a 3 capas de células del cimulus, con citoplasma parcial o totalmente homogéneo con

algunas zonas oscuras.

C: ovocitos totalmente denudados, citoplasma con zonas oscuras irregulares.

D: ovocitos deformados con cumulus expandido y descolorido (24,42).
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Figura 1: Ovocitos categoria A - B - C — D (43).

Solamente los ovocitos de categoria A y B se usaran para la produccion de embriones in vitro (44).

2.1.2 Maduracion de los ovocitos in vitro (MIV)

El objetivo de la maduracién ovocitaria es producir un ovocito secundario haploide que cuente con el
potencial bioldgico para continuar su desarrollo (45), en esta etapa se reactiva la meiosis hasta
alcanzar la metafase Il y adquiere la capacidad para ser fecundado y desarrollarse hasta blastocisto
(46), in vivo la meiosis se reinicia gracias al pico preovulatorio de LH, mientras tanto in vitro dicho

reinicio se da de forma espontanea al retirar el ovocito del foliculo (35).

La maduracién consiste en varios eventos que implican la maduracion citoplasmatica y maduracion
nuclear. Dentro de la maduracion citoplasmatica tenemos cambios de morfologia y la redistribucion de
los organulos que ocurren gracias a la dinamica de los filamentos del citoesqueleto que se adaptan a
las necesidades de la célula, ademas se da una reprogramacion de la sintesis proteica donde los
ARNmM comienzan a transcribirse y se traducen en proteinas necesarias para la maduracion y procesos
celulares posteriores (47). En el nicleo se presenta la condensacion de la cromatina y la disolucién de
la membrana nuclear (46), lo que se conoce como rotura de la vesicula germinal, continda con la

extrusion del primer corpusculo polar y los cromosomas presentan la configuracion de metafase 11 (48).
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Figura 2: Ovocito maduro, presenta el cimulos totalmente expandido (49).

Para la maduracion in vitro existen diferentes medios como el TCM-199 suplementado con una mezcla
de hormonas, antioxidantes, factores de crecimiento y macromoléculas, ademas se debe proporcionar
condiciones ambientales adecuadas, una atmosfera de 5% CO2 a 38,5°C y humedad de saturacién
(38).

2.1.3 Fecundacion in vitro (FIV)

La fecundacion in vitro (FIV) es el proceso en el cual los ovocitos maduros se cultivan junto con los
espermatozoides con el objetivo de la fusion de las gametas (50). La fecundacion in vivo inicia con la
capacitacién espermatica, es decir, los espermatozoides adquieren su capacidad para poder fecundar
el ovocito, dicho proceso ocurre en el aparato reproductor de la hembra; una vez que los
espermatozoides fecunden al ovocito maduro, se completa la meiosis Il (21).

El proceso de capacitacion in vitro tiene como finalidad la eliminacién los componentes adheridos a la
membrana de espermatozoide, producir cambios en la composicion lipidica de la membrana, aumentar

la permeabilidad de calcio, entre otros cambios fisiologicos (46). Existen diferentes técnicas para la
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capacitacion espermética entre las que encontramos el uso de soluciones hipertonicas, cafeina,

heparina, gradientes de Percoll, etc., (50).

2.1.3.1 Calidad espermatica

Es importante tener en cuenta la calidad del semen que se usara en la PIV ya que de ella depende
mucho el resultado final. Al valorar una muestra de semen se evallan factores como el nimero de
espermatozoides viables, su morfologia y fisiologia lo que indica que los espermatozoides son capaces

de llevar a cabo la fecundacion del ovocito (51).
Vitalidad

La calidad seminal se ve reflejada en la cantidad de espermatozoides vivos que presenta la muestra
por ello es importante evaluar la vitalidad espermatica, para lo cual se usan colorantes vitales, el mas
usado es eosina-nigrosina por su facilidad y utilidad (52). Para la prueba se mezcla una gota de semen
con una gota del colorante y se realiza un extendido, al microscopio se observan los espermatozoides
muertos tefiidos de color rojo o rosa, mientras que los vivos permanecen sin tefir (53), esto debido a
gue el colorante es capaz de atravesar la membrana celular que presenta dafio como es el caso de
los espermatozoides muertos, mientras que la membrana de los espermatozoides vivos se encuentra

intacta y no permite el paso de la tincion (54).
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Figura 3: Tincién eosina-nigrosina. Espermatozoides muertos tefiidos, espermatozoides vivos sin
tefiir (55).

Motilidad espermética

La motilidad espermatica es uno de los aspectos que se valoran con el fin de evaluar la calidad seminal.
Es importante que los espermatozoides presenten un movimiento activo ya que ello permitira su
desplazamiento en el tracto reproductor de la hembra y que se produzca la fecundacion (56). Al
momento de su evaluacion se observa el porcentaje de espermatozoides moviles y el tipo de
movimiento que presentan (57); a pesar de que en la actualidad existen sistemas automaticos de
medicién, dicha evaluacién también se puede realizar de forma subjetiva mediante la observacion
visual de una muestra de semen con un microscopio, sin embargo la exactitud y precisién dependeran
del observador (51).

Anormalidades espermaticas

La morfologia de los espermatozoides es uno de los aspectos mas importantes dentro de la evaluacion
seminal ya que ésta influye sobre la fertilidad de una muestra seminal (58), puesto que cualquier

malformacion puede afectar la capacidad de los espermatozoides para desplazarse dentro del tracto
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genital de la hembra lo que implica que no se presente la union con el ovocito (59). Las anormalidades
espermaticas pueden distinguirse mediante el test con eosina-nigrosina (60), considerando que una
muestra seminal debe contener como minimo un 70% de espermatozoides normales para ser
congelado (53,56).

HOST (Hypoosmotic Swelling Test)

La viabilidad y la capacidad de fecundacion de los espermatozoides dependen en gran medida de la
estructura y funcionalidad de la membrana espermatica (61); la capacitacion espermética, la reaccion
acrosomal y la unidn del espermatozoide con el ovocito se dan gracias a una membrana espermatica
intacta (62). HOST permite evaluar el estado funcional de la membrana espermatica (63), se basa en
la permeabilidad de la membrana ya que al estar intacta y expuesta a una solucién hipoosmotica,
absorbe agua lo que causa cambios morfologicos de los espermatozoides (64), la célula trata de
mantener el equilibrio intra y extra celular lo que causa que se hinchen, iniciando por la cola, es decir,
los espermatozoides con membrana celular intacta presentan la cola curvada mientras que aquellos

que presenten defectos en la membrana no lo hacen (65,66).

Figura 4: Espermatozoide negativo al test de HOST (izq.), espermatozoide positivo al test de HOST
(der.) (57).
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Integridad de la membrana acrosomal

El acrosoma es parte fundamental del proceso de fecundacion puesto que solamente los
espermatozoides capaces de realizar la reaccion acrosomal (RA) en el momento de la penetracion del
oocito, tienen la capacidad de atravesar la zona pellcida y producir la fecundacién (67), sin embargo
procesos como la congelacion y descongelacion del semen pueden afectar dicha membrana y por lo
tanto la capacidad fecundante de los espermatozoides (68). Existen varios métodos para determinar
el estado del acrosoma como tinciones, inmunofluorecencia indirecta utilizando anticuerpos
monoclonales, el marcaje con lectinas fluoresceinadas (69) y en el caso de espermatozoides bovinos
debido a su tamafio se puede valorar mediante microscopia de contraste de fases donde se observa

la descondensacion parcial de la cabeza (57).

Figura 5: Espermatozoide con acrosoma intacto (izq.). Espermatozoide con acrosoma dafado (der.)
(1000x) (57).
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2.1.4 Cultivo in vitro (CIV)

El cultivo de embriones in vitro es el dltimo proceso de la PIV, después de la fecundacion, los
embriones son transferidos a un nuevo medio donde permanecen 7 dias, de manera que continien
con su division celular a 8, 16 y 32 células, llegando a morulas y blastocistos respectivamente (20).
Los embriones se cultivan en el medio SOF (fluido oviductal sintético) suplementado con aminoacidos
esenciales y no esenciales con el fin de satisfacer las necesidades nutricionales de los embriones (4),
las condiciones para el desarrollo embrionario son diferentes a las usados para MIV y FIV siendo

necesaria una atmésfera con el 5% de O2 (24).

En el proceso de PIV, aproximadamente el 90% de los ovocitos llegan a madurar, de estos el 80% son
fecundados y comienzan el proceso de divisién celular, a pesar de ello solo el 25-40% alcanzan el
estadio de blastocisto, por lo tanto el CIV es el que determina la eficiencia de todo el proceso y la

calidad de embriones obtenidos (20).

2.2 Produccion in vitro de embriones (PIV) con semen sexado

Los avances en la biotecnologia reproductiva han incrementado la eficiencia de la industria lechera,
entre ellas el sexado de espermatozoides, ya que predecir el sexo de las futuras crias representa un
progreso significativo en la produccion lechera (70), aqui existe la necesidad de aumentar la cantidad
de nacimientos de hembras (71) con el fin de mantener la reposicién del hato; es decir, las crias
hembras reemplazaran a las hembras de descarte y las muertes (72). La citometria de flujo es la
técnica mas usada para el sexado de semen ya que permite separar a los espermatozoides
dependiendo de sus cromosomas sexuales, se basa en la cantidad de ADN que contienen los
espermatozoides (5), separa los espermatozoides X e Y ya que el cromosoma X contiene un 3,8%
mas de ADN que el Y (72), sin embargo dicho proceso puede causar efectos adversos sobre los

espermatozoides afectando su motilidad, viabilidad y la integridad de la membrana (73).
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Figura 6: Separacion de espermatozoides mediante citometria de flujo (74).

El porcentaje de crias machos en la PIV usando semen convencional es aproximadamente un 54%
(75), por lo tanto la combinacién de PIV y semen sexado nos ayudan a aumentar la probabilidad de
obtener crias del sexo deseado, ademas en la PIV se requiere una menor cantidad de semen por lo
tanto se optimiza el uso del semen de alto valor genético (11), a pesar de ello, existe contradicciones
en los resultados en cuanto a la tasa de fecundacién, unos estudios demuestran que los resultados
son similares usando semen sexado y semen convencional, pero otros sefialan que el uso de semen
sexado disminuye el porcentaje fecundacion (73), estudios como el de Oses et al., (5) demuestran que
el porcentaje de blastocistos obtenidos con semen sexado resultd inferior al obtenido con semen
convencional, de igual manera Larocca et al., (70) encontraron diferencia en el desarrollo embrionario
a favor del semen convencional en su experimento, a pesar de ello en el mismo estudio no se encontré

diferencia entre semen sexado y no sexado usando un toro diferente.
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2.3 Agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™)

En la actualidad el uso de semen sexado en procesos de PIV presenta dificultades, las mas destacadas
son que aumenta el costo de produccion y ademas disminuye el porcentaje de blastocistos viables, lo
cual puede deberse a que durante su produccion (citometria de flujo) los espermatozoides se someten
a procesos que pueden afectar su capacidad fecundante (10), en consecuencia se ha visto necesario
buscar diferentes tecnologias para sexado de semen, entre ellas destaca un agente sexador de semen
bovino (HeiferPlus™), un producto creado por Timothy J. Williams (EMLAB Genetics), HeiferPlus™ es
un agente para sexar semen de toro, su proposito es aumentar el porcentaje de crias hembras en

rebafios lecheros (18).

El proceso de sexado se da gracias a que el agente sexador de semen bovino (HeiferPlus™),
mediante un proceso enzimatico estimula o acelera la fertilidad y motilidad del espermatozoide que
contiene el cromosoma X y por otro lado disminuye la motilidad del espermatozoide portador del
cromosoma Y (6), por lo tanto los ovocitos seran fecundados con los espermatozoides que portan el
cromosoma X dando como resultado un incremento de al menos un 20% en el porcentaje de terneras
nacidas, ademas la compafiia asegura que no existen efectos negativos en cuanto a tasas de

concepcidn, incluso informan de un aumento del 5-25% (76).

2.4 Sexo de embriones

La determinacion del sexo se da por la combinacién de los cromosomas sexuales en el genoma de los
animales (77), en el eyaculado existen espermatozoides que contienen el cromosoma X y otros que
contienen el cromosoma Y, mientras que los oocitos solo contienen el cromosoma X, por lo tanto en
el momento de la fecundacion, el espermatozoide que posee el cromosoma X dard origen a un
individuo de sexo femenino (XX) y el espermatozoide que posee el cromosoma Y origina un individuo
de sexo masculino (XY) (46,78).
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La necesidad de predecir el sexo de la crias basa su importancia en los multiples beneficios que
conlleva como por ejemplo el valor econémico para diferentes sexos dependiendo de la raza del
ganado, reposicion del hato, prevencion de enfermedades, entre otros; por lo tanto, la manipulacion
de embriones producidos in vitro se ha vuelto una alternativa para alterar la proporcion de sexos de la
descendencia, para ello existen diferentes métodos que basicamente los podemos clasificar en dos:
invasivos (analisis citogenético, hibridacion con sondas de ADN especificas para el cromosoma Y,
ademas la reaccion en cadena de la polimerasa) y no invasivos (determinacion de enzimas ligadas al
cromosoma X, la utilizacion del antigeno H-Y vy la diferencia de desarrollo entre embriones machos y
hembras), considerando que los Ultimos mantienen la integridad embrionaria por lo tato permiten el
posterior desarrollo embrionario, sin embargo su precision no se iguala con los métodos invasivos (79—
81).

241 LAMP

La amplificacion isotérmica mediada por un lazo (LAMP), un nuevo método para el sexado de
embriones, fue descrito por primera vez por Notomi et al., en el afio 2000; esta técnica amplifica una
secuencia de ADN con alta especificidad y eficiencia, se realiza bajo condiciones isotérmicas (60-
65°C) en un tiempo relativamente corto (30 min — 1h) (82). LAMP se basa en el autociclo de
desplazamiento de cadena de sintesis de ADN para ello emplea una ADN polimerasa y un conjunto
de cuatro primers u ologonucleétidos especificos: dos primers internos (FIP, BIP) y dos externos (F3,
B3) que reconocen seis secuencias distintas en el ADN, ademas de un conjunto de oligonucleotidos

adicionales, primers lazo (LF, LB) para acelerar la reaccién (83,84).
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Figura 7: Oligonucleétidos de LAMP. Primers internos (FIP, BIP), primers externos (F3, B3), primers
lazo o bucle (LF, LB) (84).

El resultado de la amplificacion es una estructura de multiples lazos con tallos sobre el ADN diana, lo
gue da un aspecto parecido a una coliflor (85). La amplificacién se puede realizar en un bafio maria o
en bloques de calentamiento y la reaccidén puede observarse midiendo la turbidez de la solucion, ya
qgue produce un precipitado blanco de pirofosfato de magnesio cuando la secuencia diana se amplia
con éxito, sin embargo se pueden usar otros métodos de deteccion tal es el caso de la adicion

colorantes que facilitan la visualizacién del resultado (83).

El sexado de embriones se realiza utilizando dos reacciones LAMP, una reaccion especifica para
macho y una reacciéon comun (bovino), cuando ambas reacciones son positivas, se considera que el
sexo de los embriones es masculino, por otro lado, cuando solo la reaccion comun es positiva, se

considera que el sexo de los embriones es femenino (86).
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3.1 Materiales

e Fisicos

Cooler

Tijeras

Papel secante

Agujas

Placa de calentamiento
Jeringas de dos piezas
Tubos Falcon de 15 ml
Micropipetas

Cajas Petri
Estereoscopio

Estufa

Céamara trigas

Céamara de flujo laminar
Tubos eppendorf
Vortex

Centrifuga

Céamara de Neubauer
Bafio Maria
Cronémetro
Portaobjetos
Cubreobjetos

Microscopio
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Termociclador

Vasos de precipitacion

Marcadores

Probeta

Matraz de Erlenmeyer

Balanza analitica

Horno de microondas

Bandeja para gel de electroforesis
Peinillas para formar pocillos
Cémara de electroforesis horizontal

Fuente de poder

e Bioldgicos

Ovocitos

Semen

e Quimicos

Etanol 70%

Solucion salina 0,9%
Aceite mineral
Eosina-nigrosina
Solucion de Host
Agua grado biologia molecular
Medio de maduracion
Medio de fecundacion
Medio de cultivo
Percoll

Medio FIV-SOF
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- HeiferPlus™ (Agente sexador de semen)

- Solucion de Oligonucleotidos o primers 100 mM
- Bsm ADN polimerasa

- Agarosa

- Buffer TAE

- Bromuro de Etidio

- Buffer de carga para ADN

- Marcador de peso molecular

3.2 Métodos

3.2.1 Areade estudio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal ubicado en la
Granja IRQUIS, el cual se encuentra en el km 23 de la via Cuenca— Girén, parroquia Victoria del
Portete, altura 2663 msnm., la granja tiene aproximadamente 507,8 Ha., y un clima templado frio con
una temperatura promedio de 8°C. Los habitantes de esta zona, en su mayoria, se dedican a la

produccién ganadera.
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Figura 8: Ubicacion geografica de la granja IRQUIS (87).

3.2.2 Metodologia para la investigacion experimental

3.2.2.1 Colectade ovarios, puncion folicular y obtenciéon de COC’s

Se colectaron ovarios bovinos del camal municipal de Cuenca (EMURLAG EP), los mismos que fueron
transportados en un termo con solucién salina (0,9%), temperatura entre 25-35°C para su
procesamiento en el laboratorio. Una vez en el laboratorio se retiraron cuidadosamente los tejidos
adyacentes a los ovarios y se lavaron tres veces en solucion fisioldgica estéril atemperada (35-37°C).
Previo a la puncion folicular los ovarios se empaparon con alcohol para bajar la carga bacteriana.
Luego se tomo cada ovario y se puncionaron los foliculos con un diametro entre 2 a 8 mm, usando
una jeringa de dos piezas y una aguja calibre 21G. El liquido folicular recuperado se colocé en un tubo
Falcon de 15 ml atemperado (35-37°C), donde se dej6é decantar durante 15 minutos, transcurrido este
tiempo con una pipeta se aspir0 el pellet del fondo del tubo el cual se coloc6 en una placa Petri de
busqueda.

Noelia Natali Lopez Zhinddn
Pagina 35



ég Universidad de Cuenca
b

La placa con liquido folicular se llevé a un estereoscopio para realizar la busqueda y seleccion de
COC'’s, los cuales se clasificaron de acuerdo al criterio descrito por Samaniego et al., (42) en aptos

categorias (A, B) y no aptos (C y D):

e A = ovocito de apariencia compacta, con mas de 4 capas de células del camulus, citoplasma
granular uniforme y transparente;
e B =ovocito con 1 a 3 capas de células del cimulus que cubren la zona pelucida, con citoplasma
opaco, total o parcialmente homogéneo y finamente granulado;
e C = ovocitos totalmente denudados, y/o citoplasma con zonas oscuras irregulares;
e D = ovocitos deformados con células de la granulosa que cubren parcial o totalmente la zona
pelicida o completamente expandidos con cumulus disperso y descolorido.
Se usaron unicamente los COC’s seleccionados como aptos y se lavaron en tres gotas de medio
Hepes-Fluido Oviductual Sintético (H-SOF).

Se repitieron las maniobras de colecta de ovarios y puncién folicular hasta completar 200 COC'’s aptos

por tratamiento.

3.2.2.2 Maduracién in vitro (MIV)

El medio de maduracién estuvo constituido por: TCM 199 suplementado con 0,1 mg/ml de L-glutamina,
2,2 mg/ml de bicarbonato, 10 % de Suero fetal bovino, 100 uM de Cisteamina, 50 pg/ml de
Gentamicina, 0,01 Ul de FSH y 10 ng/ml de EGF; una vez preparado el medio de maduracién fue
estabilizado dos horas antes de iniciar la MIV. La maduracion se realizdé en microgotas, para esto se
usaron placas Petri, sobre las cuales se colocaron gotas de 90 yl de medio de maduracion y fueron
cubiertas con aceite mineral. Luego se colocé los ovocitos en las gotas e inmediatamente se los llevo

a incubacion en la estufa con 5% de CO2, humedad 90% y 38,5 °C de temperatura.
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3.2.2.3 Fecundacion in vitro (FIV)

Pasadas 22-24 horas desde la puncion folicular se continu6 con la fecundacion. Previo a la fecundacion
se preparo una placa con gotas del medio FIV-SOF y se coloc6 en el incubador a 38,5°C, 5% de CO2,

humedad a saturacion.

Proceso de co-incubacion del semen con el agente sexador de semen bovino para hembras
(HeiferPlus™):

1.-Se colocé la ampolla de agente sexador de semen (HeiferPlus™) en un Bafio Maria (35,6-38,6°C)

durante 30 segundos para atemperar el producto segun lo recomendado por EMLAB Genetics.

2.-Se tomd una pajuela (semen procesado y probado en el mismo laboratorio; 25x108
espermatozoides/ml) y se deposit6 el semen en la ampolla que contenia el agente sexador de semen,

se mezclo y depositd en un tubo eppendorf.

3.-Se procedid a la co-icubacion en la estufa (35,6-38,5°C), para este estudio se realizaron tres
tratamientos con diferentes tiempos de co-incubacién T1=10 minutos, T2=20 minutos y T3=30 minutos,
ademas, de un testigo T4=semen no tratado (sin HeiferPlus™). Para que las muestras terminen la co-
incubacion al mismo tiempo se inicié todo el proceso (desde la descongelacion de la pajuela), con 10
minutos de diferencia entre los tratamientos, de alli que se colocd primero el tratamiento (T3) de 30
min, diez minutos después se colocd T2= 20 min y finalmente T1=10 min, de esta manera se consiguio
tener todos los tratamientos co-incubados (terminado el proceso) al mismo tiempo para continuar con

el proceso.
Proceso de seleccion de espermatozoides (columnas de Percoll):

1.-Se preparo el gradiente para la clasificacion espermatica, mediante columnas de de Percoll, 30-60-

90%, basada en la técnica descrita por Missio et al., (88).
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2.-Se colocé el semen (pasado el proceso de co-incubacion, ademés del testigo) en el tubo que

contiene el gradiente de Percoll, de modo que este quede depositado en la parte superior de la misma.

3.-Se realizo la primera centrifugacion a 700g/10min, al terminar la misma se tomé el pellet y se re
suspendio en medio FIV-SOF.

4.-Se procedio a realizar la segunda centrifugacion a 350g/10min, seguidamente se tomo el pellet, de
éste se tomaron 5 ul y se mezclé con 95 ul de agua para valorar la concentracion en la cAmara de

Neubauer.
5.-Se calculd la cantidad de muestra seminal para adicionar (1x10° espermatozoides/ml en la FIV.
Fecundacion:

Los ovocitos se colocaron en las microgotas del medio de fecundacion (FIV-SOF suplementado con
10 pg/ml de heparina) y se procedié al co-cultivo con la cantidad de semen correspondiente, se

incubaron en la estufa durante 24 h., en condiciones similares a las utilizadas para la maduracion.

3.2.2.4 Valoracion de la calidad espermatica

Vitalidad:

La vitalidad espermética se determiné mediante el uso de eosina-nigrosina, para esto se colocaron 5
ul de muestra sobre 5 ul de eosina-nigrosina, posteriormente, se ejecutd un frotis y se observo en el
microscopio para determinar cantidad de espermatozoides vivos (blancos) y muertos (rosados), el

resultado se expreso en porcentaje.
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Motilidad individual progresiva (MIP):

Se analiz6 la motilidad individuad progresiva (MIP), con 5 ul de muestra colocados en un portaobjetos
y cubiertos, se observo en un microscopio con aumento 40X. La valoracion se expresé en porcentajes
del 0-100%.

Anormalidad espermatica:

Las anormalidades esperméaticas se determinaron mediante el uso de eosina-nigrosina, al igual que
para valorar la vitalidad se colocé 5 ul de muestra sobre 5 ul de eosina-nigrosina, se ejecutd un frotis

y se observo en el microscopio; el resultado se expreso en porcentaje.
Prueba de Host:

Para la valoracion de la integridad de membrana se aplico el test de Host; que consistié en colocar en
un tubo Eppendorf 10 pl de semen diluido y100 pl de solucion de Host, se homogenizo la mezcla y se
mantuvo a bafio Maria por 30 min, finalmente, se coloc6 una gota de la preparacion en un portaobjetos

y se observo al microscopio.
Valoracion de laintegridad de la membrana del acrosoma:

Ademas se valoro la integridad de la membrana acrosomal, para ello se coloc6 5 uyl de muestra en un
portaobjetos, se cubrid, se dejé secar y se observé al microscopio 6ptico de contraste de fases con

1000 aumentos.

3.2.2.5 Cultivo in vitro

Después de 24 horas post fecundacion, se realizé el desempaque; es decir, los presuntos cigotos

fueron denudados mediante pipeteo y se colocaron en una placa con gotas de cultivo previamente
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preparadas, la placa se llevo a la camara trigas a 38,5°C en una atmosfera de 5% de Oz, 5% de COz,

90% de N2 y humedad a saturacion.

El clivaje se evalud 48 horas después de la fecundacion, observando el porcentaje de ovocitos que
presenten division celular y se continu6 con el cultivo hasta el dia 7 para evaluar el porcentaje de

produccion de embriones.

3.2.2.6 Sexo de embriones

Para conocer el sexo de los embriones obtenidos en el proceso se usé la amplificacion isotérmica
mediada por un lazo (LAMP); se realizaron dos reacciones, el control de proceso (reaccion comun de
bovino) y una reaccién especifica para macho. La deteccion de productos amplificados se realizo

mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE tefiido con Bromuro de Etidio.
1.- La extraccion de ADN se realizé calentando los embriones durante 5 min a 95°C-100°C.

2.- Se realiz6 la premezcla para el ensayo de amplificacion segun lo siguiente:

Reactivo: Concentracion Volumen
Inicial final por reaccién

Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 4,1ul x n
Buffer de amplificacién 10 x 10X 1X 1,25 ul x n
Soluciéon de Betaina 4 M 800 mM 25ulxn
dNTP's 10 mM 1,4 mM 0,35 ulxn
Oligonucleétido FIP 100 uM 1,6 uM 0,2ulxn
Oligonucleétido BIP 100 uM 1,6 uM 0,2ulxn
Oligonucledtido F3 25 uM 0,2 uM 0,1pulxn
Oligonucleétido B3 25 uM 0,2 uM 0,1pulxn
Oligonucledtido LF 100 uM 0,8 uM 0,1pulxn
Oligonucleétido LB 100 uM 0,8 uM 0,lpulxn
Muestra de ADN total --- pg/ul --- pg/ul 3ulxn
Volumenfinal s e 12,0yl x n

*n= nUmero de muestras.
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3.- En tubos eppendorf se colocd la muestra de ADN y la premezcla, los mismos se incubaron en el

termociclador con el fin de producir la desnaturalizacion (5 min/94°C) y el alineamiento (5 min/4°C).

4.- Se retiraron los tubos del termociclador y se afiadié la enzima (Bsm ADN polimerasa) para que se
dé la extension (60 min/60°C) y la inactivacion (10 min/80°C).

Reactivo: Concentracion Volumen
Inicial final por reaccién
Enzima Bsm ADN polimerasa 8 U/ ul 0,32 U/ ul 0,5 pl
Volumen final: 12,5 ul

5.- Se prepar6 el gel de agarosa al 1,5% en solucién buffer TAE al cual se adicioné Bromuro de Etidio,

se coloco en la bandeja para gel y se dejo gelificar.

6.- A las reacciones sometidas al proceso de amplificacién se les afiadio la Solucién buffer de carga
para ADN.

7.- Se colocaron 12 pl de cada una de las reacciones en los pozos del gel y en uno de ellos se colocaron

450 ng del marcador de peso molecular.

8.- El gel fue sometido a 100 Voltios durante 40 minutos.

9.- Finalmente se fotodocumentaron los resultados. Se consideré que el sexo de los embriones fue
masculino cuando se logré amplificar el fragmento correspondiente al control de proceso y el especifico
para macho, por otro lado, cuando solo el control de proceso fue positivo, se considerd que el sexo de

los embriones era femenino.
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Figura 9: Esquema de PIV y LAMP

3.3 Disefio experimental

El trabajo fue de tipo experimental, con disefio completamente al azar (DCA), con tres tratamientos y
un testigo. Los tratamientos se incorporaron previo a la fecundacion in vitro. Las etapas de MIV y CIV
fueron idénticas para los tratamientos en estudio. Se repitieron las sesiones de recoleccién, MIV hasta
completar 200 COC’s por tratamiento, con un minimo de 5 repeticiones por tratamiento con un rango
entre 2540 COC'’s por réplica.
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Tratamiento 1: Co-incubacién de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras

(HeiferPlus™) durante 10 minutos.

Tratamiento 2: Co-incubacién de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras

(HeiferPlus™) durante 20 minutos.

Tratamiento 3: Co-incubacion de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras

(HeiferPlus™) durante 30 minutos.
Tratamiento 4: Testigo

Variables:

Independientes:

- Co-incubacion de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™),
con tres tiempos diferentes (10; 20 y 30 minutos).

- Sesion de produccion de embriones in vitro (PIV).

Dependientes:

e Valoracion de la calidad espermatica.
e Numero de ovocitos clivados pos fecundacion in vitro.
e Cantidad de blastocistos obtenidos.

e Relacion del numero de embriones hembras y machos obtenidos.
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Andlisis estadistico:

Para el andlisis de los resultados se utilizé el programa informatico SPSS® version 25. Se establecieron
estadigrafos principales. Para la valoracion de las variables cuantitativas se realizé un ANOVA 'y para
comparar medias la prueba de Tukey al 5%. Para comparar las variables cualitativas (porcentuales)

se utilizé la prueba de Chi cuadrado.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Valoracion seminal

Vitalidad espermatica:

Se ha reportado que las diferentes alternativas para seleccionar espermatozoides X o Y, producen
alteraciones espermaticas debido al procedimiento de separacion (89), de alli que en la presente
investigacion en un primer momento se valoréo el numero de espermatozoides vivos (vitalidad)
presentes luego del proceso de co-incubacién en los diferentes tratamientos. En una segunda
instancia, luego del proceso de seleccion espermatica mediante las columnas de Percoll (30, 60 y

90%), se volvio a evaluar la muestra seminal de cada tratamiento.

Se determiné que luego del tiempo de co-incubacion con el agente sexador de semen el niUmero de
espermatozoides vivos en T2 (20 min) y T3 (30 min) disminuyo significativamente (P<0,05), frente al

control. Sin embargo, la vitalidad en T1 (10 min) fue similar estadisticamente al del control (Figura 10).

Los resultados obtenidos permiten inferir que la co-incubacion de la muestra seminal con el agente
sexador produce dafios en los espermatozoides incrementando el nimero de espermatozoides
muertos presentes; asi pues, cuando se co-incubo por 10 min, el promedio de espermatozoides
muertos (12,9%) fue similar estadisticamente al control (0,5%). Sin embargo, al incrementar el tiempo
de co-incubacion a 20 y 30 minutos (T2 y T3 respectivamente), el promedio se incrementd
sustancialmente (T2=20,7% y T3=19,8%).
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Figura 10: Porcentaje promedio de espermatozoides vivos (Vitalidad), luego del tiempo de co-
incubacion en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de

Tukey al 5%. Simbologia de significancia entre grupos (*=ae=abm=b).

En la produccion de embriones in vitro (P1V), para la fase de fecundacién (FIV), se usan habitualmente
técnicas de separacion o seleccién seminal, como la gradiente de coloides (columnas de Percoll), esto
permite aumentar la calidad del esperma, ya que eliminan aquellos espermatozoides con
alteraciones o muertos (90), lo cual permite en cierta forma contar con espermatozoides de mejor

calidad para la fecundacion in vitro (FIV).

Este principio se pudo evidenciar en el presente trabajo, al valorar vitalidad en los diferentes
tratamientos luego de pasar las muestras seminales por la columna de Percoll, llegando a determinar
gue el promedio de espermatozoides vivos en T1 (98,1%), T2 (97,6%), T3 (96,7%) y control (97,8%)

fueron similares (P<0,05), figura 11.
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Figura 11: Porcentaje promedio de espermatozoides vivos (Vitalidad), luego de la seleccidon
espermética con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30

min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbologia de significancia entre grupos (*=ae=abm=b).

Es importante resaltar que previo a la seleccion esperméatica mediante las columnas de Percoll en T2
y T3 el promedio de espermatozoides vivos fue del 79,3% y 80,2% y luego se increment6 a 97,6% y
96,7%, respectivamente. Por lo tanto, el uso de la columna de Percoll como técnica de seleccién
espermatica permiti6 contar con un 18,3% y 16,5% de espermatozoides viables en T2 y T3

respectivamente. En el grupo control los valores fueron similares estadisticamente (figura 10 y 11).

Schenk et al., (91) mencionaron que parametros como la vitalidad puede verse afectada por el efecto
de sexaje del semen y su criopreservacion, es por ello que en la FIV se necesita un método de lavado
y seleccion de los espermatozoides, como el gradiente diferencial de Percoll (92), el cual separa a los
espermatozoides con mejor movilidad de aquellos muertos e inmoviles.Parrish et al., (93), describieron

el incremento de porcentaje de vitalidad post aplicacion de la seleccién espermatica con Percoll, lo
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cual corrobora lo obtenido en el presente estudio; ademas, Kochlar et al., (94) mencionaron que
Percoll permite retirar los diluyentes y crioprotectores que pueden ocasionar disminucion en la
fertilidad.

Motilidad Individual Progresiva (MIP):

Al valorar la Motilidad individual progresiva (MIP) luego del tiempo de co-incubacion se observé que
ésta disminuy6 significativamente (P<0,05) en T2 (37,948,08%) y T3 (40,0+4,49%) en comparacion
con el control (58,6+3,65%), sin embargo, T1 mantuvo valores (48,3+3,24%) similares (P>0,05) al
control (Figura 12). Estos resultados siguen reforzando el criterio de que a mayor tiempo de exposicion

de la muestra seminal al agente sexador mayores dafios en el espermatozoide.

P<0,05
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Figura 12: Motilidad individual progresiva (MIP), de los espermatozoides expresada en porcentaje,
luego del tiempo de co-incubacion en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30

min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbologia de significancia entre grupos (*=ae=abm=b).

Luego de la seleccidon espermatica por medio de las columnas de Percoll, se observé que la MIP en
los tratamientos y el control se nivelaron (P>0,05); T1 (85,7+£1,89%), T2 (86,0+2,14%), T3
(81,6+3,87%), Control (82,1+2,37%), figura 13.
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Figura 13: Motilidad individual progresiva (MIP), de los espermatozoides expresada en porcentaje,
luego del proceso de seleccién mediante las columnas de Percoll en cada uno de los tratamientos.
T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbologia de significancia entre

grupos (*=ae=abm=b).

Hafez y Hafez (95) indicaron que para evaluar la MIP se usa una escala de 0 a 100%, donde las

motilidades >70% son excelentes, entre 50 a 70% buenas, 30 a 50% regulares y < a 30% malas,
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basado en ello se observo que luego del tiempo de co-incubacién con el agente sexador, el control
presenté motilidad buena, mientras que los tratamiento T1, T2 y T3 presentaron motilidad regular, sin
embrago luego de la seleccion espermatica por medio de las columnas de Percoll, los tratamientos y

el control presentan motilidad excelente (>70%).

Los espermatozoides sexados presentan un menor porcentaje de motilidad progresiva, asi lo
mencionan Rodriguez et al., (96); Palma et al., (15); Shenk et al., (91) y Seidel et al.,(97) quienes
establecen en sus estudios que usar métodos para el sexaje de semen como la citometria de flujo
causa una disminucién en la motilidad comparado con el semen no sexado, asi también lo sefiala De
Jarnette et al., (98), indicando que el semen sexado presenta un periodo de vitalidad mas corto y
diferentes patrones de motilidad en comparacién con semen convencional; sin embargo durante la FIV
los espermatoziodes se someten a un proceso de seleccion (gradiente de Percoll) lo que causa que
solo los espermatoziodes viables, con motilidad superior y mejor calidad fisiolégica sean seleccionados
para la fecundacion segun lo mencionan Pellegrino et al., (99); Cesari et al., (100) y Prakash et al.,

(101), ratificando el aumento de la motilidad post Percoll obtenido en éste estudio.

Gerard et al., (102), evaluaron la eficacia de HeiferPlus™ en cuanto calidad de semen valorando
motilidad y viabilidad espermatica luego de 20 minutos de co-incubacién, concluyendo que dichos
pardmetros disminuyeron significativamente en comparacion con el control, lo cual concuerda con los
valores obtenidos en éste estudio. En contraposicién Curry (103), quien realizé un andlisis de semen,
concluye que no hubo diferencias en la motilidad del semen tratado con HeiferPlus™ frente al Control

(sin tratar).
Anormalidad espermaética:

Se valor6 las anormalidades espermaticas ya que su analisis es fundamental para determinar el
potencial de los machos en cuanto a su fertilidad (104). Luego del tiempo de co-incubacién se observo

gue no existio diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos; T1 (97,4%), T2 (96,9%), T3
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(97,2%), Control (96,5%), en cuanto al porcentaje de espermatozoides normales, figura 14, es decir

gue el producto no incrementa la presencia de anormalidades.
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Figura 14: Porcentaje de espermatozoides normales luego del tiempo de co-incubacion en cada uno
de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%.

*=indica diferencia entre grupos.

Luego de pasar las muestras seminales por la columna de Percoll, valorando anormalidades en los
diferentes tratamientos se pudo determinar que el promedio de espermatozoides normales en T1
(95,8%), T2 (95,6%), T3 (97,2%) y control (97,3%) fueron similares (P>0,05), figura 15.

Para que un espermatozoide pueda cumplir con su funcién biolégica, éste debe ser morfol6gicamente
normal (51,105), ya que un alto porcentaje de espermatozoides anormales desciende la capacidad
fecundante del eyaculado segun lo menciona Morrow (106). Muifio et al., (107) sugieren que es

necesario que el 70% de espermatozoides sean normales para que una muestra de semen sea
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procesada. Se puede observar que los valores obtenidos en éste estudio superan el valor aceptable,

demostrando que el producto no causa alteraciones en la morfologia seminal.
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Figura 15: Porcentaje promedio de espermatozoides normales, luego de la seleccion espermatica con
la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control.
Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos.

Integridad de la membrana (HOS-T):

La membrana externa de los espermatozoides cumple funciones como el metabolismo y capacitacién
espermaticay su integridad esta relacionada con la viabilidad del semen (108), la prueba de hinchazon
hipoosmatica (HOS-T) permite determinar el estado de la misma. Es asi que en el presente estudio se
aplicé dicha prueba (HOS-T), antes y después de la seleccion espermatica con las columnas de
Percoll.
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Se pudo observar que luego del tiempo de co-incubacion con el agente sexador de semen la integridad
de la membrana plasmatica fue similar (P>0,05), en T1 (38,1%), T2 (35,6%) y T3 (34,8%), sin embrago
presentan diferencia significativa frente al Control (47,9%) (Figura 16), lo que indica que el producto

causa dafo en la membrana plasmatica.
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Figura 16: Porcentaje de espermatozoides que reaccionaron positivamente a la prueba de Host, luego
del tiempo de co-incubacion en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min.

Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos.

Morado et al., (109) indicaron que la prueba hipoosmotica (HOST), ha mostrado gran efectividad en la
valoracion de la integridad de la membrana plasmatica, la cual es esencial para la fecundacién puesto

gue la misma realiza los procesos de capacitacidn y reaccién acrosomal que permiten penetrar la zona
peldcida del ovocito (110).

Minervini et al.,, (111), estudiaron el efecto de HeiferPlus™ sobre parametros funcionales de

espermatozoides de bufalos encontrando una reduccion significativa en la viabilidad del esperma, la
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cual se relacion6 con la integridad de la membrana externa por lo tanto concluyeron que HeiferPlus™
probablemente anticipa la capacitacion espermatica y la reaccion acrosomal. Corroborando los
hallazgos del presente estudio respecto a la integridad de la membrana externa; sin embargo, no se

demostrd un efecto sobre la integridad de la membrana acrosomal (reaccion acrosomal).

Después de la seleccion espermatica con las columnas de Percoll se observd que el porcentaje de
espermatozoides con su membrana integra fue T1=37,9%, T2=40,5% y T3=42,8% mostrando que

disminuyd significativamente frente al Control (53,4%), similar a lo ocurrido antes del Percoll (Figura
17).
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Figura 17: Porcentaje de espermatozoides que reaccionaron positivamente a la prueba de Host, luego
de la seleccion espermatica con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min.

T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos.

Angell et al., (10) evaluaron el efecto de la seleccién espermatica por gradiente de Percoll sobre la

membrana plasmatica con semen sexado, encontrando que no existe diferencia estadistica entre
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espermatozoides no centrifugados y los centrifugados por 10 min 700g, estos datos concuerdan con
lo encontrado en éste estudio, ya que no se observa diferencia en el porcentaje de espermatozoides
gue reaccionaron positivamente a la prueba de Host, antes y después la seleccién espermatica con la
columna de Percoll, lo que es corroborado también por Urrego et al., (112) quienes evaluaron semen
la integridad de la membrana de semen no sexado y no observaron diferencia entre espermatozoides

centrifugados y no centrifugados.
Integridad de la membrana acrosomal:

Una membrana acrosomal integra brinda a los espermatozoides la capacidad de unirse y penetrar en
los ovocitos mediante la reaccion acrosomal, lo que indica que su analisis puede predecir la capacidad
de fecundacion de las muestras de semen bovino (113). Por ello en éste estudio se valoré la integridad
de la membrana acrosomal luego del tiempo de co-incubacién sin embargo no se observo diferencia
estadistica (P>0,05) entre los tratamientos T1 (88,5%), T2 (88,4%) y T3 (84,3%) frente al Control
(87,2%) (Figura 18).

P>0,05

=

o

o
|

885 884 o, ., 87.2

(o]
T

D
T

N
o
|

o

1 1 1
T1 T2 T3 Control

Integridad de la membrana (%)
(o))
o
1

Noelia Natali Lopez Zhinddn
Pagina 55



AEJ Universidad de Cuenca
b

Figura 18: Porcentaje de espermatozoides con membrana acrosomal integra, luego del tiempo de co-
incubacion en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de

Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos.

Al valorar la integridad de la membrana acrosomal luego de pasar las muestras seminales por la
columna de Percoll, se pudo evidenciar que el promedio de espermatozoides con su membrana
acrosomal integra en T1 (95%), T2 (94,3%), T3 (93,7%) y control (95,6%) fueron similares (P<0,05),
figura 19.

P>0,05

=
(o)
T

1004 950 943 937 956

al
T

Integridad de la membrana (%)
o

| 1 1
T1 T2 T3 Control

Figura 19: Porcentaje de espermatozoides con membrana acrosomal integra, luego de la seleccion
espermatica con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30

min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos.

Segun Schenk et al., (91) al sexar el semen mediante citometria de flujo existe una disminucién en la
integridad acrosomal en comparacion con el semen convencional; lo que concuerda con Carvalho et

al., (114) y Hollinshead et al., (115) quienes mencionan que los espermatozoides sexados presentan
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dafio acrosomal, ademas Mocé et al., (116) indican que el proceso de sexado acelera la reaccion
acrosomal; todo esto en contraposicion con nuestro estudio en donde no se encontrd diferencia entre

tratamientos con semen sexado con HeiferPlus™ en cuanto a la integridad de la membrana acrosomal.

4.2 Porcentaje de clivaje y embriones obtenidos

El clivaje se valor6 a las 48 horas post fecundacion, donde se observé que los tratamientos T1y T2
(57,1% y 57,9%) mantuvieron promedios similares (P>0,05), sin embargo muestran diferencia (P<0,05)
con T3 (41,6%) donde el porcentaje disminuyd significativamente; ademas, éstos difieren de

estadisticamente del Control (P<0,05) donde se obtuvo el porcentaje de clivaje méas alto (70,9%),

figura 20.
P<0,05
801
70.9
-l
57.9
.60 g o
X
g 41.6
()
2
O
20
0 | I |

T1 T2 T3 Control

Figura 20: Porcentaje promedio de clivaje, en cada uno de los tratamientos T1=10 min. T2=20 min.
T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbologia de significancia entre grupos

(*=ae=bm=Cc).
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Se ha visto factible el uso de semen sexado en la FIV, debido al reducido nimero de espermatozoides
necesarios para la FIV, sin embrago estudios como el de Lu et al., (117), muestran que existe una tasa
de clivaje menor usando dicho semen, similar a lo mencionado por Palma et al., (15) y Zhang et al.,
(118) quienes tuvieron una disminucién significativa en las tasas de clivaje al usar semen sexado en
comparacién al uso de semen convencional. Araujo et al., (12), en su estudio menciona que el sexado
de semen a través de la citometria de flujo interfiere en la calidad seminal, por lo tanto en la fertilidad
lo que ocasiona menores tasas de desarrollo embrionario tanto in vivo como in vitro, similar a lo
obtenido en éste trabajo con el uso de HeiferPlus™ donde se observa una menor tasa de clivaje

cuando existe mayor tiempo de co-icubacién del semen con el producto.

En contraposicion, estudios como el de Wilson et al., (119), no obtuvieron diferencia en la tasa de
clivaje al usar semen sexado y no sexado, coincidiendo con Larocca et al., (70) y Wheeler et al., (120),
quienes tampoco observaron diferencia significativa usando semen sexado por citometria de flujo. Asi
también en un estudio realizado por Chowdhury et al., (121), usando un anticuerpo monoclonal
(WholeMom®) para sexar el semen no hubo diferencias en cuanto al porcentaje de clivaje, como

tampoco se encontr6 diferencias en el porcentaje de embriones obtenidos en el dia siete.

Sin embargo Oses et al., (5) en su estudio encontraron que la tasa de division con semen sexado fue
mayor que la obtenida con semen convencional, no obstante al analizar el porcentaje de blastocistos

los resultados fueron contrarios.

El porcentaje de produccion de embriones se valoro al dia 7 post fecundacién, donde se pudo observar
gue en Tl se obtuvo un promedio de 18,7%, lo que indica que el porcentaje disminuyo
significativamente (P<0,05) frente al Control. Sin embargo el porcentaje de T2y T3 (21,8% y 21,3%)
fue similar estadisticamente al del Control (30,5%), figura 21.
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Figura 21: Porcentaje promedio de embriones, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20
min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbologia de significancia entre grupos
(*=a*=ab"=b).

Palma et al., (122) indican que un 30 a 40% de ovocitos en la PIV alcanzan un estadio de blastocisto
usando semen convencional corroborando lo obtenido en este estudio con en el grupo Control (30,5%);
sin embargo, segun Wheeler et al., (120), mencionaron que el porcentaje disminuye al 10-20% al usar
semen sexado con citometria de flujo, coincidiendo parcialmente con nuestro estudio puesto que en
T1 se obtuvo un promedio de 18,7%, no obstante en T2 y T3 se tienen valores ligeramente mayores
al 20% (21,8% y 21,3% respectivamente).

Araujo et al., (12) y Palma et al., (15) comprobaron que el desarrollo de blastocistos en el dia siete fue
significativamente inferior usando semen sexado en relacion al grupo control, lo que coincide a lo
estudiado por Trigal et al., (123), quienes obtuvieron mayor clivaje y mayor desarrollo de embriones
en el semen no sexado, respecto al sexado.
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No obstante Kastska-Ksiaz et al., (124) utlizando semen sexado congelado-descongelado
encontraron diferencias en cuanto al clivaje, sin embargo el porcentaje de blastocistos fue similar para
el semen sexado y no sexado, coincidiendo con lo obtenido por Puglisi et al., (125) en cuanto a clivaje

y blastocistos.

Curry (103), valoro el niumero de embriones recogidos en vacas hiperestimuladas e inseminadas con
semen tratado con HeiferPlus™, sin embrago no afecté dicho numero respecto al control, en
contraposicion a lo encontrado en éste estudio ya que se observa influencia del producto HeiferPlus™
sobre el nimero de embriones obtenidos en PIV, lo que coincide con Gerard et al., (102) donde se
observo que el semen tratado con HeiferPlus™ dio menores tasas de ovocitos fertilizados in vitro en

comparacion con el control.

Otros estudios realizados in vivo como el de Jaar y Ventura (126), al evaluar la fertilidad de semen
sexado con HeiferPlus™ en vacas de ganado de carne, concluyen que aumentan los servicios por
vaca prefiada, de la misma manera en el trabajo realizado por Garcia (51), se concluyd que el uso de
HeiferPlus™ en el sexado de semen no aumentd el porcentaje de fertilidad. Un estudio realizado en
babalos por Barile et al., (127) indica que el uso de HeiferPlus™ da como resultado una menor tasa
de concepcion en comparacion con el control (semen convencional). Esto no coincide con lo informado
por EMLAB Genetics (17) quienes aseguran que la tasa de concepcion no se ve afectada e incluso

existe un ligero aumento en la misma.

Turk et al., (128), no encontraron diferencias estadisticamente significativas en las tasas de prefiez al
usar HeiferPlus™. Diaz (6) en su estudio a pesar de no encontrar diferencia estadistica en cuanto a
tasa de concepcion, si pudo observar un incremento del 20% en animales inseminados con semen
tratado con HeiferPlus™, lo que coincide con Curry et al., (129) quienes inseminaron a vacas

sincronizadas (protocolo Ovsynch) y se observé un aumento en el porcentaje de prefiez en las vacas
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inseminadas con HeiferPlus™. Asi también Campos y Vargas (77), en su trabajo reportan que el uso

de HeiferPlus™ para el sexado de semen en bovinos presentan ventaja en el aumento de la fertilidad.

En la figura 22, se puede observar el porcentaje de cada estadio de desarrollo de los embriones de
los tratamiento, donde a pesar de que no muestran diferencia estadistica, se aprecia que existe un

mayor numero de Moérulas, indicando que pudo existir un retraso en el tiempo de fecundacion.
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Figura 22: Porcentaje de cada estadio de desarrollo de los embriones (M=mdérula; BT=Blastocisto
temprano; B=Blastocisto; BE=Blastocisto expandido; BP=Blastocisto protruido), en cada uno de los
tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbologia

de significancia entre grupos (*=a*=ab®=b).

Barcelé-Fimbres et al., (130) realizaron un estudio en el cual se evalu6 la FIV usando esperma bovino

sexado (tanto para X como para Y), donde se encontrd que los blastocistos producidos con esperma
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Y tienen un ligero avance y mejor calidad que aquellos producidos con esperma X, ademas se ha
informado que los embriones masculinos producidos in vitro presentan un desarrollo mas rapido que
los femeninos (131,132). Lu et al., (117) también indican que los embriones producidos con semen
sexado presentan un desarrollo mas lento que aquellos producidos con semen convencional. Esto
podria explicar por qué en nuestro estudio se presentdé un mayor porcentaje de Mérulas en relacion a

estadios mas avanzados, sin embargo se observa lo mismo en el Control.

4.3 Relacién hembras-machos

El porcentaje de embriones hembras y machos obtenidos en cada uno de los tratamientos no muestra
diferencia estadistica, sin embargo se puede observar que existe un incremento de aproximadamente
el 20% en la produccion de embriones hembra en los tratamientos T1 y T2 (76,9% y 75,8%
respectivamente) respecto al Control (56,4%), figura 23. Esto coincide con lo descrito por EMLAB
Genetics (17) quienes afirman que el uso de HeiferPlus™ aumenta la probabilidad de nacimiento de

terneros con una proporcion de sexos deseada de al menos 20-25%.
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Figura 23: Porcentaje de embriones hembras y machos obtenidos en cada uno de los tratamientos.
T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbologia de significancia

entre grupos (*=a*=ab®"=h).

La proporcion de sexos usando semen convencional in vivo es aproximadamente 1:1 (133), aunque
se menciona también que puede distribuirse 47% para hembras y 53% (78). In vitro la proporcion se

mantiene 1:1 sin embargo bajo ciertas condiciones esto puede diferir (134).

Gerard et al., (102) en su trabajo encontré que uso de HeiferPlus™ indujo una desviacion significativa

del porcentaje de embriones hembra producidos in vitro en un 18,3% frente al control.

Existen estudios in vivo como el de Turk et al., (128) donde encontraron un ligero incremento no
significativo (7,6%) en la proporcion de crias hembras al usar HeiferPlus™. Coincidiendo con el trabajo
de Diaz (6), quien comprobd que la adicion del HeiferPlus™ al semen si favorece el nacimiento de

terneras hembras.

Garcia (51), menciona que el uso de HeiferPlus™ no influye en el sexo de la cria presentando valores
similares los obtenidos con semen convencional. Lo que coincide con Campos y Vargas (77), quienes
en su estudio concluyen que HeiferPlus™ no influye en el sexo de la cria presentando resultados
inferiores a los presentados por EMLAB Genetics. Curry et al., (135) determinaron la eficacia de
HeiferPlus™ en vacas superovuladas, donde los resultados indicaron que el producto no influye en la

proporcién de sexos a favor de crias hembras.
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5 CONCLUSIONES

e La exposicién de semen al agente sexador HeiferPlus™ durante 20 y 30 minutos afecta la

vitalidad y motilidad individual progresiva de los espermatozoides.

e La co-incubacién del semen con HeiferPlus™ durante 10, 20 y 30 minutos produce dafios en la

membrana plasmética de los espermatozoides.
e El uso de HeiferPlus™ en la fecundacion in vitro disminuye el porcentaje de clivaje.

e Sin embargo, el porcentaje de embriones obtenidos al final del proceso de produccién in vitro

no se ve afectado con el uso de HeiferPlus™,

e La co-incubacién del semen con agente sexador (HeiferPlus™) por 10 minutos, previo a la FIV
produce un incremento del 20,5% de embriones hembras en relacion al tratamiento testigo; sin

embargo, esta diferencia no es estadistica.
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7 ANEXOS
Anexo 1: Materiales y equipos empleados

Estufa Camaratrigas

Camara de flujo laminar, Estereoscopio, Placa de Calentamiento, Pipetas
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BIORAD

Termociclador Sistema de documentacion en gel

Bandeja para gel, Camara horizontal y Fuente de poder para Electroforesis.
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Anexo 2: Agente sexador de semen (HeiferPlus™)

S HEIFERPLUS"

Agente sexador de semen bovino - HEMBRAS

INDICACIONES
Para aumentar el porcentaje de terneras en ganado de leche y carne.

DOSIS
Una unidad (0.25 ml 0 0.50 ml) de semen por ampolla.

AVISO
HEIFERPLUS es un agente bio-farmacéutico sin prescripcion o receta veterinaria. Puede ser usada sin restriccion. La Ley no requiere que este producto sea utilizado
por orden de un médico veterinario.

DESCRIPCION

HEIFERPLUS es agente espermagenic para sexar semen de toro (Bovinos). Cada dosis esta herméticamente sellada en una ampolla para mantener su potencia
durante el almacenamiento. El agente se activa mediante la adicién de semen directamente a la ampolla de HEIFERPLUS. El semen mezclado con el agente sexador se
devuelve a la pajilla original y se insemina como de costumbre.

MODO DE ACCION

HEIFERPLUS trabaja mejorando la fertilidad del cromosoma X (femenino) y desacelera la motilidad del cromosoma Y (espermatozoide masculino). El resultado es
mas évulos fertilizados por la capacitacion del cromosoma X (femenino). La proporcion que la cria se una hembra se incrementa en un 20-25 % y la fertilidad se
potencia 5-20 %.

INSTRUCCIONES DEL KIT

+ Ponga HEIFERPLUS a 96-101.52 F (35.6 - 38.62 C) para evitar descargas fria en el semen. Descongele el semen como de costumbre.

« Cortar la punta de la pajilla a 600 bisel con un buen par de tijeras afiladas.

« Inserte el corte final de la pajilla de semen a través del tapdn de goma en la ampolla de HEIFERPLUS.

+ Ponga el semen en la ampolla agarrando la ampolla y la pajilla en la palma de la mano, "sacudir " 3 0 4 veces (similar a un termdémetro de vidrio). Aseglrese de
que el semen este en la ampolla.

» Mezcle suavemente el semen con el contenido en la ampolla.

- Transferencia de semen enriquecido de la ampolla a la pajilla. Haga esto agarrando la ampolla y pajilla en una posicién invertida, "sacudir " a la baja 3-4 veces.
Aseglrese que toda la esperma se transfiera a la pajilla.

« IMPORTANTE: el semen enriquecido se incuba en agua durante 10-15 minutos a temperatura constante de 96—-101.52 F (35.6 - 38.52 C). Consulte TABLA 1. No
superar 60 minutos de incubacion.

+ Sacar la pajilla de la incubacidn, secar y cortar el bisel de la pajilla. Cargue enla pistola de inseminacién e insemine como de costumbre.

Nota: Durante la incubacidn, mantenga la ampolla adjunto a la pajilla. Proteja el semen de la exposicion al aire y al agua.

TIEMPO DE INSEMINACION

+ Por muestra de “calor” observado (natural o sincronizado): Vaquillas insemine 16  horas y vacas 18 horas después de la primera muestra de calor/celo.

« Utilizando OVSYNCHR: insemine novillas 24 horas después de la ultima inyeccién de GnRH. Vacas 26 horas después de la ultima GnRH.

« Vaquillas super—ovaladas y vacas: aplicando doble inseminacion - 16 horas y 24 horas después del primer celo. Aplicando una sola inseminacidn - aplicar 20 horas
después de la primera muestra de calor.

« Utilizando pro-gestdgenos (CIDR/Crestor): novillas 66-72 horas y vacas 68-74 horas después de remover el implante de CIDR/Crestor.

AVISO: EL USO DE ESTE PRODUCTO REQUIERE RETRASO EN LA INSEMINACION. ESPERE AL MENOS 16 HORAS DESPUES DE INICIO DEL CELO ANTES DE APLICAR ESTE
PRODUCTO.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO: para largo plazo mantener en el congelador (-49F /202 C).
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PRESENTACION
HEIFERPLUS se liofiliza en los siguientes tamafios de envase: Ampolla de 0.25 mly 0.50 ml.

ADVERTENCIAS
MANTENER FUERA DEL ALCANCE DE LOS NINOS.

Fabricado por: EMLAB GENETICS Arcola, IL 61910 USA
Para obtener mas informacion, llame al 708-442-3964 o visite www.emlabgenetics.com

HEIFERPLUS ® es una marca registrada de EMLAB GENETICS, LLC.
EMLAB GENETICS © 2014

Rev. 03/11/14

INSTRUCCIONES DEL KIT 5. Mezclar suavemente el semen con el contenido de
1. Caliente la ampolla a 96-101.5° F (35.6 - 38.6° v | 'a ampolia
™ 11 C) utilizando un bario de agua, calentador de tubo

Descongele la ‘ | " X X

paliiay entibie a | |- o incubadora durante unos minutos (para evitar el

] choque frio). Descongele el semen como de N
costumbre. =

5
1

6. Transfiera el semen enriquecido desde la ampolla
" = de vuelta a la pajilla. Haga esto invirtiendo la ampolla
2, §acar la pz-gmla del deﬂscongelados. Secar, cortar la —7;& ) e y la pajilla, "sacudir " a la baja 3-4 veces. Aseglrese
pajilla a un bisel de 60 ° con unas tijeras afiladas. & -
de que todo el semen se encuentre en la pajilla.

m—/ Agite hacla abajo 30 4 veces

Corte la pajilla en angulo x
2 6

3. Puncion el sello de la ampolla con aguja 14G e
B Py " Incube la solution
inserte el limite extremo de la pajilla en la ampolla 10/15 minutos

7. Incubar el semen en agua (descongelador)
durante 10-15 minutos a 96-101.50F (35.6-38.5° C).
Ajustar el tiempo de incubacién de acuerdo con la
siguiente tabla.

Pinche la tapa del
producto e introduzca
1a pajiiia en ia ampoiia

W Tabla 1
| 7 'F °c TIEMPO (minutes
3 i 1015 386 10
986 370 13
9% 356 15
90" 320 23
* Presslablecido descongelamiento eléctrico 96° F (356° C)
** Descangslamiento no eléctrico
13 4. Agregue el semen en la ampolla, sujete tanto la Corte
T ampolla y la pajilla en la palma de la mano y "sacudir =

8. Retire la pajilla del agua. Corte el bisel de la pajilla,
cargue en la pistola de inseminacién e insemine como
:—'—' de COSlumbre.

8 Insemine

Agite hacia abajo 3 0 4 veces " a la baja 3 0 4 veces (similar a sacudir un
termémetro de vidrio). Aseglirese que todo el semen

entre en la ampolla.

{movimert de termometro}
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HeiferPlus™
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Anexo 3: Procedimiento en el laboratorio

Busqueda de COC'’s en liquido folicular COC'’s recuperados
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Maduracién ovocitaria

Co-incubaciéon del semen con HeiferPlus
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Seleccion espermatica mediante columnas de Percoll

Prueba eosina-nigrosina
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Integridad de la membrana acrosomal
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Embriones obtenidos

Diagnodstico del sexo de los embriones
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