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Prólogo

Sometido para su publicación en la División de Ciencias Biológicas y 
de la Salud de la UAM Iztapalapa, Convocatoria 2022.

El constante crecimiento de la población mexicana y la necesidad 
de cubrir las demandas de alimentos de origen animal en cantidad 
y calidad, hacen de la producción animal, una acción prioritaria en 
los programas nacionales. Diversos organismos gubernamentales, a 
través de programas de apoyo al campo en materia agropecuaria, for-
talecen a los productores y a la ciencia, para incursionar en la aplica-
ción de biotecnologías tradicionales y de vanguardia, encaminadas a 
garantizar la obtención de productos y subproductos de origen animal 
para el abasto nacional, con el menor impacto ambiental posible y vin-
culados al bienestar animal. Tal es el caso de las biotecnologías para 
la reproducción animal asistida, para las que se otorgan apoyos guber-
namentales a instancias de educación superior y centros de investiga-
ción, así como a empresas particulares de la ganadería, para avanzar 
en el conocimiento y en la aplicación de biotecnologías tradicionales 
y de frontera. 

Por otro lado, la inminente extinción masiva de fauna silvestre, es-
pecialmente la ocurrida en los años recientes, es seriamente preocu-
pante. Pese al avance en la ciencia y a la gran información generada, 
no sabemos con precisión muchos de los pormenores de la vida y tras-
cendencia de los organismos con los que compartimos este planeta. 
Vemos con profunda preocupación, en este país megadiverso, cómo 
cada vez van siendo clasificados más organismos en la lista roja de 
especies en riesgo, o bien, cómo van pasando de una categoría de pre-
ocupación menor a mayor, dirigiéndose hacia la peor de todas, la ca-
tegoría de extinción, y como los esfuerzos y apoyos para la conserva-
ción, muchas de las veces son insuficientes. Ejemplo de ello es el caso 
de la vaquita marina (Phocoena sinus), endémica del país, residente del 
Golfo de California y cuyas poblaciones han disminuido al grado de no 
tener la certeza de cuántos ejemplares realmente quedan. 
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Ante esta auténtica preocupación, nace el interés de este libro por 
compilar las diferentes biotecnologías que actualmente ya se aplican 
en nuestro país, en beneficio de la reproducción de animales domés-
ticos para la producción, así como para la conservación de la fauna 
silvestre, tanto aquella destinada con fines de aprovechamiento, como 
la endémica en riesgo de extinción.

Es así como en este libro se encontrarán biotecnologías que se apli-
can desde el nivel molecular hasta su aplicación en el organismo com-
plejo. De ahí que, los temas tratados son las aplicaciones moleculares 
y genómicas con variables reproductivas en ovinos domésticos, por 
ejemplo, técnicas para evaluar la fragmentación del ADN espermático 
en ovinos de pelo, el uso potencial de las nanopartículas en la pro-
ducción animal, el uso de las técnicas de reproducción asistida para 
el estudio de la mutación del gen SLICK en el receptor de la hormona 
prolactina, como alternativa para reducir las consecuencias negativas 
del estrés calórico en el ganado bovino. Por otro lado, se encontrarán 
diversas biotecnologías para producir embriones de animales domés-
ticos y silvestres, tales como: la producción de embriones bovinos, la 
producción in vitro de embriones ovinos en México, de embriones bo-
vinos con semen SexedULTRA-4M™, la evaluación de la capacidad de 
desarrollo de embriones producidos in vitro a partir de ovocitos prove-
nientes de bovinos (Bos indicus y Bos taurus), la división de embriones 
de ovino, el estado actual de la clonación en ovinos y el monitoreo 
hormonal no invasivo en fauna silvestre bajo cuidado humano. Todos 
ellos, temas de frontera y con aplicación actual en el campo de la pro-
ducción y la conservación animal.

Esperando que podamos contribuir en la ampliación del conoci-
miento científico en el campo de la reproducción y conservación de 
las especies, a la vez que generar dudas e inquietudes que motiven 
nuevas investigaciones y aplicaciones de biotecnologías, es que deja-
mos en sus manos este libro.

Que lo disfruten:
Los compiladores
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CAPÍTULO 1
Aplicaciones moleculares 
y genómicas con variables 

reproductivas en ovinos

César Cortez Romero1,2*, Juan Salazar Ortiz3, Jaime 
Gallegos Sánchez2, María del Carmen  

Navarro Maldonado4, Demetrio Alonso Ambríz García4

Resumen
La incorporación de países en vías de desarrollo a mercados internacionales La incorporación de países en vías de desarrollo a mercados internacionales 
requiere que la industria ovina, sea competitiva y acorde con las exigencias requiere que la industria ovina, sea competitiva y acorde con las exigencias 
creadas por las economías de países desarrollados. Esto demanda un cambio creadas por las economías de países desarrollados. Esto demanda un cambio 
en la productividad que permita un aumento en la competitividad de pro-en la productividad que permita un aumento en la competitividad de pro-
ductos de origen animal de alta calidad e inocuos. El objetivo de la presente ductos de origen animal de alta calidad e inocuos. El objetivo de la presente 
revisión es mostrar las bases de las principales biotecnologías reproductivas, revisión es mostrar las bases de las principales biotecnologías reproductivas, 
moleculares y genómicas aplicadas a las variables reproductivas para elevar moleculares y genómicas aplicadas a las variables reproductivas para elevar 
la productividad en ovinos. Uno de los instrumentos disponibles para lograr la productividad en ovinos. Uno de los instrumentos disponibles para lograr 
esta competitividad es la aplicación de la biotecnología genómica y molecular esta competitividad es la aplicación de la biotecnología genómica y molecular 
en la actividad ovina y sus componentes al servicio de la industria misma. La en la actividad ovina y sus componentes al servicio de la industria misma. La 
identificación y la descripción de las variantes genéticas en los genes de la identificación y la descripción de las variantes genéticas en los genes de la 
fecundidad implicadas en la foliculogénesis y la fecundación, en particular la fecundidad implicadas en la foliculogénesis y la fecundación, en particular la 

1 Colegio de Postgraduados, Campus San Luis Potosí. Innovación en Manejo de Recursos Naturales. 
Iturbide No. 73, Salinas de Hidalgo, 78600, San Luis Potosí, México.

2 Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Recursos Genéticos y Productividad-Ganadería. 
Carretera México-Texcoco km. 36.5, Montecillo, Texcoco, 56230, Estado de México, México.

3 Colegio de Postgraduados, Campus Córdoba. Innovación Agroalimentaria Sustentable. Carretera 
Federal Córdoba-Veracruz km 348, Congregación Manuel León, 94946, Amatlán de los Reyes, Ve-
racruz, México.

4 Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, Departamento de Biología de la Re-
producción, División de Ciencias Biológicas y de la Salud, Av. Ferrocarril San Rafael Atlixco No. 
186, Col. Leyes de Reforma 1ª Sección, Alcaldía Iztapalapa, CP 09310.  Ciudad de México, México.

* Autor de correspondencia: ccortez@colpos.mx
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mutación mutación FecGFecGEE del Factor de Crecimiento y Diferenciación 9 ( del Factor de Crecimiento y Diferenciación 9 (GDF9GDF9), permitirá ), permitirá 
incrementar la tasa ovulatoria y la prolificidad. Esto va a lograr potencializar incrementar la tasa ovulatoria y la prolificidad. Esto va a lograr potencializar 
el uso de las biotecnologías de reproducción asistida en el mejoramiento ge-el uso de las biotecnologías de reproducción asistida en el mejoramiento ge-
nético de la especie ovina, en particular la inseminación artificial (IA) y la ovu-nético de la especie ovina, en particular la inseminación artificial (IA) y la ovu-
lación múltiple y transferencia de embriones (OMTE), para obtener un mayor lación múltiple y transferencia de embriones (OMTE), para obtener un mayor 
número de corderos por parto en la oveja y así incrementar la productividad número de corderos por parto en la oveja y así incrementar la productividad 
en la unidad de producción (UP). De esta manera, se han establecido estrate-en la unidad de producción (UP). De esta manera, se han establecido estrate-
gias reproductivas y genómicas enfocadas para aumentar la productividad y gias reproductivas y genómicas enfocadas para aumentar la productividad y 
la calidad del sistema producto ovino, con el fin de competir en los mercados la calidad del sistema producto ovino, con el fin de competir en los mercados 
internacionales, a través de la creación de programas nacionales de mejora-internacionales, a través de la creación de programas nacionales de mejora-
miento genético destinados al crecimiento y desarrollo de esta actividad.miento genético destinados al crecimiento y desarrollo de esta actividad.

Palabras clave: Reproducción asistida, molecular, genómica, tecnolo-
gías del ADN. 

Introducción
En los últimos años, el crecimiento de la población en el mundo está 
demandando mayor cantidad de alimentos de origen animal. A ni-
vel mundial, la producción pecuaria está en constante crecimiento, 
propiciada por los retos y oportunidades que implica la globalización 
del comercio mundial. En particular, la actividad ovina requiere de un 
aumento en la competitividad. En México, la producción de ovinos es 
una actividad en constante crecimiento por su excelente adaptación 
a diferentes condiciones climáticas y buena demanda en el mercado 
de la carne. Sin embargo, para aprovechar estas ventajas es necesario 
incrementar el número de ovinos de elevado nivel genético y/o el res-
cate o conservación de razas locales adaptadas a la región, mediante 
aplicaciones biotecnológicas con buenos resultados y que reduzcan 
los costos de producción para los productores. Por lo tanto, se requie-
re desarrollar e implementar nuevas tecnologías, principalmente 
aquellas basadas en las biotecnologías de reproducción asistida, he-
rramientas moleculares y la genómica, para lograr una mayor produc-
tividad y rentabilidad de las UP de ovinos, índices que dependen de su 
eficiencia reproductiva. El uso de dichas biotecnologías de vanguardia 
ofrecerá nuevas oportunidades para el desarrollo de una producción 
ovina altamente competitiva a nivel mundial y sustentable en el tiem-
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po. En este sentido, las herramientas genómicas abren un nuevo mun-
do de oportunidades en la actividad ovina, ya que las exportaciones de 
productos ovinos y sus derivados son, en general, el principal motor 
para el crecimiento de la producción ovina. Para fines de esta revisión, 
se muestran los elementos históricos y las bases de las principales 
biotecnologías moleculares y genómicas aplicadas en variables repro-
ductivas, relacionadas con tasa ovulatoria y prolificidad, con el fin de 
potencializar el uso de las biotecnologías de reproducción asistida en 
el mejoramiento genético de la especie ovina.   

Biotecnologías reproductivas
Entre las biotecnologías de reproducción asistida (Cuadro 1), las cua-
les tienen como objetivo permitir aumentar la eficiencia reproduc-
tiva y la tasa de mejoramiento genético de los ovinos, se tiene a la 
Inseminación Artificial (IA, 1908; primera generación, la cual surge 
con el principio de garantizar el aspecto sanitario. Posteriormente, 
se tienen a las técnicas de sincronización e inducción de estros, la 
OMTE, la congelación de embriones y semen, la bipartición y la trans-
ferencia de embriones (TE); el conocimiento del control hormonal en 
estas técnicas, permitió acortar el anestro posparto y el reinicio de 
la actividad reproductiva (Control hormonal, 1970; segunda genera-
ción). La siguiente generación fue el sexado de embriones y semen, y 
producción de embriones in vitro (FIV; 1980; tercera generación); lue-
go surge la clonación o transferencia nuclear (producción asexuada 
de un individuo idéntico al material nuclear con que se generó, el uso 
de las células somáticas; 1990; cuarta generación). Por último, el gene 
farming (producción industrial de proteínas con individuos vivos) y 
la transgénesis (transferencia de ADN-Ácido desoxirribonucleico- en 
una célula receptora y, la posterior integración y construcción de ese 
ADN en el genoma del organismo). Si la construcción génica se in-
tegra en el genoma del animal y expresa su función, se denomina a 
este “transgénico” y a la proteína codificada por el animal transgé-
nico, “producto transgénico”; 2000; quinta generación (Thibier, 1990; 
Wilmut et al., 1997; Palma, 2008; Cortez-Romero y Gallegos-Sánchez, 
2014; Ugalde, 2014). 
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En el caso de las técnicas de IA, OMTE y TE, son biotecnologías re-
productivas disponibles, viables y prácticas, que permiten la difusión 
más acelerada de la mejora genética de características deseables en 
los rebaños; es decir, una estrategia de gran utilidad en los programas 
de selección a partir de hembras y machos de alto valor genético. Es-
tas técnicas, utilizadas desde mediados del siglo XX, han permitido 
hacer uso de material genético de alta calidad en todo el mundo con 
un impacto importante sobre la producción de leche y lácteos, y carne 
a través de importaciones de material genético probado.

Cuadro 1. Biotecnologías de reproducción asistida en ovinos.

GeneraciónGeneración Biotecnología reproductivaBiotecnología reproductiva

Primera (1908)Primera (1908) Inseminación Artificial (IA)Inseminación Artificial (IA)

Segunda (1970)Segunda (1970) Sincronización e inducción de estros, ovulación múlti-Sincronización e inducción de estros, ovulación múlti-
ple y transferencia de embriones (OMTE), congelación de ple y transferencia de embriones (OMTE), congelación de 
embriones y semen, la bipartición y la transferencia de embriones y semen, la bipartición y la transferencia de 
embriones (TE)embriones (TE)

Tercera (1980)Tercera (1980) Producción de embriones Producción de embriones in vitroin vitro (FIV) y sexado de em- (FIV) y sexado de em-
briones y semenbriones y semen

Cuarta (1990)Cuarta (1990) Clonación o transferencia nuclear (TN)Clonación o transferencia nuclear (TN)

Quinta (2000)Quinta (2000) Gene farmingGene farming y transgénesis  y transgénesis 

No obstante, en la técnica de OMTE, la gran mayoría de las veces se 
enfrenta a un elevado costo, por lo cual es necesario buscar estrate-
gias que disminuyan las desventajas de las herramientas antes men-
cionadas. Sin embargo, se debe considerar que hay varios factores que 
interfieren en la fertilidad de los ovinos con el uso de la OMTE y la TE. 
Aspectos relacionados con la raza, la edad, la variación individual de 
la respuesta fisiológica, la barrera cervical, la inducción y sincroniza-
ción del estro en la oveja, condiciones climáticas, tipo de progesterona 
empleada, gonadotropina usada y el tipo de inseminación usada; al 
igual que aquellos relacionados al manejo, la selección de los carne-
ros, la producción y calidad del semen, la variación entre individuos 
y los procesos de dilución-conservación del semen (Rubianes et al., 
1997; González de Bulnes et al., 2002; Veiga-López et al., 2008). 
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Sincronización y ovulación múltiple
El proceso para la estimulación, el crecimiento y el desarrollo folicular 
se lleva a cabo mediante la aplicación exógena de gonadotropinas, 
tal es el caso de la Gonadotropina Coriónica Equina (eCG). Sin em-
bargo, la eCG puede tener efectos negativos en relación con la libe-
ración de hormonas esteroides y las tasas de ovulación. Al igual, por 
las cantidades elevadas de estradiol, las cuales pueden interferir en la 
modificación del ambiente uterino, comprometer la captación de los 
ovocitos por las fimbrias y el transporte de los embriones a lo largo 
del tracto reproductivo de la hembra (Evans y Robinson, 1980; Cognie, 
1999), con menor sincronización en la ovulación de las hembras trata-
das, debido al crecimiento folicular por un tiempo más largo (Came-
ron et al., 1988). Se requiere esta sincronía con la finalidad de que la 
inseminación se realice para asegurar que los espermatozoides estén 
aptos para fecundar al óvulo liberado y en condiciones de ser fecun-
dado (Pinna et al., 2008).

El éxito que se puede lograr en un programa de OMTE en el mejo-
ramiento genético en los ovinos depende, principalmente, de la res-
puesta individual al tratamiento de ovulación múltiple y a la sobrevi-
vencia del embrión después de la transferencia. Por lo que son los dos 
factores más importantes en los programas de OMTE para mejorar los 
resultados de fertilidad, ya que un buen resultado en el número de 
embriones obtenidos está determinado por la sincronía entre el mo-
mento de la IA y la ovulación (Cognie, 1999; Veiga-López et al., 2008), lo 
cual se puede mejorar con el uso de agonistas de la Hormona Libera-
dora de Gonadotropinas (GnRH; Menchaca et al., 2009) o la adición de 
hormona luteinizante (LH; Oliveira et al., 2012), a las 24 h posteriores al 
retiro del progestágeno (Azawi y Al-Mola, 2011). Estudios recientes de-
mostraron mayor cantidad de embriones transferibles (5.83±1.13 vs. 
2.33±1.43; p≤0.05; Cuadro 2; García-Salas et al., 2017) y tasa ovulatoria 
(14.83±5.77 vs. 7.33±2.21; p≤0.05; Conde-Hinojosa et al., 2014) con la 
aplicación de 200 mg de FSHp (Folltropin-V) comparado con 250 UI de 
FSH-LH (Pluset), respectivamente.  
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Cuadro 2. Tasa ovulatoria y producción de embriones en ovejas  
de la raza Pelibuey sujetas a diferentes protocolos  

de ovulación múltiple en época reproductiva. 

HormonaHormona
Tasa ovulatoria  Tasa ovulatoria  

(media ± E.E)(media ± E.E)
Embriones transferiblesEmbriones transferibles

(media ± E.E)(media ± E.E)

FSHFSH 15.5 ± 2.83 15.5 ± 2.83 aa 15.83 ± 1.13 ª15.83 ± 1.13 ª

FSH + eCGFSH + eCG 15.66 ± 1.47 15.66 ± 1.47 aa 2.66 ± 1.17 2.66 ± 1.17 bb

FSH/LHFSH/LH 8.16 ± 3.21 8.16 ± 3.21 bb 2.33 ± 1.43 2.33 ± 1.43 bb

FSH/LH + eCGFSH/LH + eCG 11.83 ± 2.83 11.83 ± 2.83 bb 2.83 ± 1.50 2.83 ± 1.50 bb

a, b Letra diferente en la misma columna indica diferencia (p≤0.05; García-Salas et al., 
2017). E.E. = error estándar.

En otras investigaciones, se reportan resultados de 5.5±0.8 embriones 
transferibles cuando emplean FSHo (Ovagen) en ocho dosis decrecien-
tes y 4.0±0.8 embriones viables con 132 unidades de FSHo más 500 UI 
de eCG, aplicadas 48 h antes de la remoción de la esponja (Simonetti 
et al., 2008). Por su parte, Menchaca et al. (2009) reportaron 6.7±0.5 em-
briones transferibles con 240 mg de FSHp y 5.2±0.6 con la misma dosis 
de FSPp más la adición de 200 UI de eCG al retiro del CIDR. De esta 
manera, estudios reportan aumento en el número de cuerpos lúteos 
(CL) con la adición de GnRH, posterior a la remoción del progestágeno 
(Menchaca et al., 2009; Azawi y Al-Mola, 2011; Romero-Santillán et al., 
2015). La adición de agonistas de GnRH ha demostrado el incremento 
en el número de embriones transferibles, Menchaca et al. (2009) repor-
taron 7.6±0.6 y 5.8±0.7 con GnRH y el grupo testigo, respectivamente. 
Por su parte, Romero-Santillán et al. (2015) reportaron menor cantidad 
de embriones transferibles (3.33±1.05 vs 4.8±1.65, para grupo control y 
grupo con GnRH, respectivamente). 

Otra de las alternativas que se ha empleado con la finalidad de re-
ducir la variación en la sincronización de la ovulación y evaluar la res-
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puesta del ovario en la cantidad de embriones transferibles en los tra-
tamientos de ovulación múltiple, ha sido la adición de LH al finalizar el 
tratamiento de FSH (Oliveira et al., 2012). En este sentido, Pérez-López 
et al. (2014) reportan que la aplicación de LH a las 24 h posterior al reti-
ro de progestágeno incrementó el número de embriones transferibles 
comparado con el grupo testigo (6.6±0.6 vs. 3.5±0.2, respectivamente). 
Por lo tanto, el éxito en los programas de mejoramiento genético con 
el uso de las biotecnologías de reproducción asistida en la producción 
ovina se potencializa con el apoyo de las herramientas moleculares y 
genómicas aplicadas en las UP.  

Biotecnologías moleculares  
Los avances en la biotecnología molecular, en paralelo con los ade-
lantos en la genética y las tecnologías reproductivas, proporcionan 
nuevos y eficaces instrumentos para seguir generando conocimiento 
e innovando nuevas alternativas de mejora genética en las UP del sis-
tema ovino. De este modo, las tecnologías moleculares tienen diver-
sas aplicaciones en la reproducción de ovinos, las cuales consideran 
los aspectos relevantes sobre: a) las tecnologías basadas en el ácido 
desoxirribonucleico (ADN) y la sanidad; ya que las enfermedades re-
ducen la productividad en las unidades de producción en los países 
en desarrollo y, su detección oportuna con técnicas moleculares y del 
ADN, podrían contribuir a mejorar la lucha contra las enfermedades, 
para estimular la producción de alimentos inocuos y el comercio de 
ovinos en pie. Y, b) las aplicaciones de las tecnologías basadas en el 
ADN a la genética y el mejoramiento; ofrecen grandes oportunidades 
para lograr sistemas de producción sostenibles y productivos, ya que 
casi todas las características de los ovinos de interés para la produc-
ción y la alimentación están determinadas por la interacción combi-
nada de muchos genes con el ambiente (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Biotecnologías moleculares aplicadas  
en la reproducción de ovinos.

Clasificación Aplicación de la biotecnología 

Tecnologías basadas en Tecnologías basadas en 
el ADN y la sanidadel ADN y la sanidad

Pruebas de diagnóstico y epidemiología molecular.Pruebas de diagnóstico y epidemiología molecular.
Elaboración de vacunas con recombinación del Elaboración de vacunas con recombinación del 
ADN.ADN.
Riesgos sanitarios relacionados con el uso de las Riesgos sanitarios relacionados con el uso de las 
biotecnologías reproductivas. biotecnologías reproductivas. 

Tecnologías basadas en Tecnologías basadas en 
el ADN a la genética y el ADN a la genética y 
el mejoramientoel mejoramiento

Caracterización de la variación genética y la con-Caracterización de la variación genética y la con-
servación de la diversidad genética.servación de la diversidad genética.
Aumento del ritmo de mejoramiento genético de Aumento del ritmo de mejoramiento genético de 
razas adaptadas a las condiciones locales.razas adaptadas a las condiciones locales.
Control genético en variables reproductivasControl genético en variables reproductivas..

Para fines de esta revisión, se contempla el rol de las tecnologías ba-
sadas en el ADN a la genética y el mejoramiento genético, apoyado 
con la aportación de las biotecnologías reproductivas, las cuales son 
esenciales para mejorar el patrimonio genético de la especie ovina.

Tecnologías moleculares y genómicas  
en variables reproductivas 
En la actualidad, en adición a la aplicación de las biotecnologías re-
productivas en la mejora genética de los ovinos, con el avance de las 
investigaciones en la genética molecular para la evaluación de repro-
ductores de interés genético, a través del análisis del ADN, principal-
mente con la caracterización de la secuencia de ADN, la selección 
asistida por genes (Genes Assisted Selection-GAS), el método de ma-
peo de intervalo (Quantitative Trait Loci-QTL; Lander y Botstein, 1989), 
el análisis del genoma, la determinación de polimorfismos, el diag-
nóstico y la identificación de características de importancia econó-
mica con la selección asistida por marcadores moleculares (Markers 
Assisted Selection-MAS, Cokett et al., 1999; Hanrahan et al., 2004) y la 
selección genómica (Genomic Selection-GS; Marshall et al., 2011), ha per-
mitido el uso de la genotipificación, la secuenciación y las firmas de 
selección para detectar genes deseables en variables reproductivas y 
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productivas en la especie ovina. En particular, para identificar aque-
llos individuos portadores de genes relacionados con tasa ovulatoria, 
prolificidad o tipo de parto, calidad de carne y leche, resistencia o sus-
ceptibilidad a ciertas enfermedades, entre otras características; todo 
con el propósito de diseñar sistemas de mejora genética ovina. El uso 
de estas metodologías ayuda a identificar individuos portadores de un 
marcador para decidir su selección o eliminación según sea la carac-
terística probada y deseada. En general, con todas estas tecnologías de 
vanguardia, se puede potencialmente permitir una aportación en el 
mejoramiento genético por unidad de tiempo con el incremento de la 
intensidad de selección y la reducción del intervalo generacional con 
la información de selección de los ovinos. 

En el caso de los polimorfismos de base única o simple (SNP) pro-
porcionan información de la diferencia en una posición de un solo 
nucleótido, ya sea por sustituciones, deleciones o inserciones. Es per-
tinente mencionar que muchos de estos SNP se localizan en sitios 
de genes (codificantes), los cuales se asocian principalmente a enfer-
medades o aspectos relacionados con la expresión fenotípica (Aran-
guren-Méndez et al., 2005), donde su alta frecuencia en el genoma de 
cualquier individuo y su baja tasa de mutación, lo constituyen como 
una herramienta ideal para el estudio de poblaciones mediante la 
construcción de mapas genéticos. Así, el uso de marcadores molecu-
lares puede contribuir a la restauración de poblaciones, en la toma de 
decisiones en programas de mejoramiento genético y, consecuente-
mente, para implementar estrategias de conservación genética más 
efectivas (Arif y Khan, 2009).

Control genético en variables reproductivas 
La mayoría de las características de los animales de interés para la ali-
mentación están determinadas por la interacción combinada de mu-
chos genes con el ambiente. La mejora genética de razas adaptadas a 
las condiciones locales, es importante para conseguir sistemas sos-
tenibles de producción. La reproducción en los ovinos juega un papel 
importante en la eficiencia y rentabilidad del rebaño. Esta eficiencia 
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se podría medir a través de la fertilidad y la prolificidad en la oveja a 
lo largo del año (Abdoli et al., 2016), especie que ha demostrado ser un 
modelo animal ideal para dilucidar el efecto de los factores genéticos 
que intervienen en la función reproductiva. 

Es relevante indicar que la oveja es una especie con características 
fisiológicas y reproductivas con una gran variabilidad en la respuesta 
de la tasa de ovulación y la prolificidad; ambas influidas por factores 
genéticos y por multitud de factores ambientales. En cuanto al control 
genético, estás variables están reguladas por un conjunto de genes de 
pequeño efecto (poligen) y por la acción de genes mayores que tienen 
un gran efecto sobre la tasa de ovulación; la cual es definida por el 
número de ovocitos liberados durante un ciclo reproductivo y está de-
terminada por un complejo cambio de señales endócrinas entre la hi-
pófisis y el ovario, y señales paracrinas y autocrinas entre factores de 
señalización dentro de los folículos, lo cual envuelve al ovocito y a sus 
células somáticas adyacentes, todas ellas controladas genéticamente 
(Galloway et al., 2000; Montgomery et al., 2001; McNatty et al., 2005; Xu 
et al., 2010). Cabe resaltar que el ovocito es la unidad funcional del ova-
rio (Paulini y Melo, 2011) y para su desarrollo se requiere de una comu-
nicación intrafolicular bidireccional con las células somáticas (Sanfins 
et al., 2018). Se reporta que, durante la comunicación entre las células 
de la granulosa y el ovocito, se expresan factores de crecimiento (GF) 
y proteínas morfogénicas (BMP) que inducen el desarrollo folicular a 
través de un intrincado proceso de señalización paracrina (Paulini y 
Melo, 2011; Sanfins et al., 2018). 

Se ha documentado que la variación en la respuesta de la tasa de 
ovulación y la prolificidad, está asociada a genes de efecto mayor que 
intervienen en la función ovárica de la oveja (Hanrahan et al., 2004). 
Dentro de estos genes de la fecundidad, se encuentran el Factor de 
Crecimiento y Diferenciación 9 (GDF9), la Proteína Morfogénica Ósea 
15 (BMP15) y el receptor de Proteína Morfogénica Ósea tipo 1B (BM-
PR-1B), los cuales han sido identificados en diferentes razas de ovinos. 
Estos genes pertenecen a la familia del factor de crecimiento trans-
formante tipo β (TGFβ - Transforming Growth Factor β; Wilson et al., 
2001; Hanrahan et al., 2004; Scaramuzzi et al., 2011) y son altamente 
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expresados en el ovocito (Hanrahan et al., 2004; De Castro et al., 2016). 
Los TGFβ regulan el desarrollo y madurez folicular, interactúan con 
las células del ovocito-granulosa y regulan los receptores a gonadotro-
pinas, entre otras funciones corporales vitales (Hanrahan et al., 2004; 
Knight y Glister, 2006; Myers y Pangas, 2010). En el ovario de la oveja, 
el gen GDF9 es producido exclusivamente por el ovocito (Bodensteiner 
et al., 1999); de esta manera, dicho gen y su ARNm se han identificado 
en los ovocitos en el momento de la formación de folículos y en todas 
las etapas del desarrollo folicular (McNatty et al., 2006). Con relación 
al efecto genético por parte de los genes de la fecundidad en ovinos, 
en particular el gen GDF9; una investigación reciente mostró ninguna 
diferencia significativa en los porcentajes de parición y tasa de proli-
ficidad en ovejas sincronizadas de la raza Katahdin portadoras y no 
portadoras del gen GDF9 (p ≥ 0.05; Cuadro 4; Hernández-Rubio et al., 
2023). 

Sin embargo, estos resultados de la nula influencia del gen GDF9 en 
el porcentaje de parición e índice de prolificidad en la oveja, sugieren 
investigar sobre el efecto de las mutaciones puntuales detectadas en 
dichos genes de la fecundidad en algunas razas de ovinos, las cua-
les están relacionadas con tasa ovulatoria y prolificidad. Así, el co-
nocimiento referente a la identificación e influencia de las variantes 
genéticas reportadas en estos genes de la fecundidad permitirá com-
prender el control genético de mutaciones y genotipos en variables 
reproductivas de la oveja.

Cuadro 4. Porcentaje de parición y tasa de prolificidad en ovejas 
sincronizadas de la raza Katahdin con y sin gen GDF9. 

Tratamiento Tratamiento Parición (%)Parición (%) Índice de prolificidadÍndice de prolificidad

 Sin gen Sin gen 77.8 77.8 aa 1.3 1.3 aa

 Con gen Con gen 78.7 78.7 aa 1.4 1.4 aa

a Literales idénticas en la misma columna indican que no hay diferencia estadística 
(p≥0.05).
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Mutaciones en genes de la fecundidad 
relacionados con tasa ovulatoria y prolificidad 
Recientes publicaciones han reportado que las mutaciones puntuales 
en los genes BMP15, GDF9 y BMPR-1B pueden causar el incremento de 
la tasa de ovulación y prolificidad o por el contrario, presencia de es-
tructuras ováricas anormales e infertilidad, por lo que son conocidos 
como genes de la fecundidad (Davis, 2005). En la especie ovina, se han 
descrito ocho fenotipos con mayor tasa de ovulación y prolificidad en 
diferentes razas asociados a genes mayores: 1) la proteína BMP15, la 
cual se encuentra  en el cromosoma X: Inverdale (FecXI), Hanna (FecXH), 
Belclare (FecXB), Galloway (FecXG), Lacaune (FecXL) y ROA (FecXR); 2) el 
factor GDF9, una mutación en el cromosoma 5: High Fertility (FecGH) 
y 3) el receptor BMPR-1B (FecB), que codifica el receptor BMP tipo 1B 
o activina kinasa 6 (ALK6), en el cromosoma 6 (mutación Booroola; 
Lahoz et al., 2011). Y en particular con el gen GDF9, se han reportado 
11 mutaciones en la región codificante de dicho gen, pero solo siete 
afectan la tasa ovulatoria y el tamaño de la camada. Las mutaciones 
reportadas para este gen son: G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8 o FecGH (alta 
fertilidad, Hanrahan et al., 2004), FecGT (Thoka, Nicol et al., 2009), FecGE 
(Embrapa, Silva et al., 2010), FecG1 (Baluchi, Moradband et al., 2011), G7 o 
FecG (Oveja Blanca Noruega, Våge et al., 2013),  FecGV (Vecaria, Souza et 
al., 2014) y FecGA (Araucana; Bravo et al., 2016).

En las razas Cambridge y Belclare, las ovejas con genotipo hetero-
cigoto en la mutación incrementan su tasa ovulatoria; mientras que 
las ovejas homocigotas son infértiles, debido a la hipoplasia ovárica y 
fallas primarias en la foliculogénesis (Juengel et al., 2002; Hanrahan et 
al., 2004). De las variantes genéticas relacionadas con tasa ovulatoria y 
prolificidad, Silva et al. (2010) detectaron la mutación Embrapa (FecGE) 
en el gen GDF9 (Cuadro 5); en la cual, las ovejas de la raza Santa Inés 
con genotipo homocigoto mostraron valores significativos para tasa 
ovulatoria e índice de prolificidad (p≤0.05). 
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Cuadro 5Cuadro 5. Tasa ovulatoria y prolificidad en genotipos  . Tasa ovulatoria y prolificidad en genotipos  
de la mutación FecGde la mutación FecGEE del gen GDF9 en ovejas de la raza Santa Inés.  del gen GDF9 en ovejas de la raza Santa Inés. 

GenotipoGenotipo
Tasa ovulatoria  Tasa ovulatoria  

(media ± E.E)(media ± E.E)
ProlificidadProlificidad

(media; intervalo)(media; intervalo)

+/+ +/+ 1.22 ± 0.11 1.22 ± 0.11 aa 1.13; [1.11, 1.16] ª1.13; [1.11, 1.16] ª

+/E+/E 1.34 ± 0.08 1.34 ± 0.08 aa 1.44; [1.41, 148] 1.44; [1.41, 148] bb

E/E E/E 2.22 ± 0.12 2.22 ± 0.12 bb 1.78; [1.69, 1.87] 1.78; [1.69, 1.87] cc

a, b Literales diferentes en la misma columna indican diferencia (p≤0.05; Silva et al., 2010). 
E.E. = error estándar.

De igual manera, la mutación Embrapa (FecGE) fue identificada en ove-
jas de la raza Pelibuey. No obstante, los autores no reportaron dife-
rencias significativas entre los genotipos mutados, heterocigotos y 
silvestres de la variante para los valores de tasa ovulatoria y prolifi-
cidad (Escobar-Chaparro et al., 2017; Pérez-Ruiz et al., 2020; Cuadro 6).

Cuadro 6. Índice de prolificidad en genotipos de la mutación FecGE  
del gen GDF9 en ovejas de la raza Pelibuey. 

GenotipoGenotipo Parto 1Parto 1 Parto 2Parto 2 Parto 3 Parto 3 

E/E E/E 2.25 2.25 aa 2.25 2.25 aa 2.21 ª2.21 ª

E/+E/+ 1.77 1.77 aa 2.01 2.01 aa 1.58 1.58 aa

+/+ +/+ 1.60 1.60 aa 1.52 1.52 aa 1.58 1.58 aa

a Sin diferencias significativas (p>0.05; Pérez-Ruíz et al., 2020).

Sin embargo, otro estudio reciente con ovejas de la raza Pelibuey, en 
estro natural y durante la época de anestro, demostró que el grupo de 
hembras (GG, homocigotas) portadoras de la mutación puntual Em-
brapa (FecGE) en el gen GDF9 resultaron con mayor tasa ovulatoria e 
índice de prolificidad (p ≤ 0.05; Cuadro 7; Muñoz-García et al., 2021). 
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Cuadro 7. Tasa ovulatoria y prolificidad en grupos de ovejas con  
la mutación FecGE del gen GDF9 en la raza Pelibuey (Media±E.E.).

GruposGrupos
Tasa ovulatoria  Tasa ovulatoria  

(media ± E.E)(media ± E.E)
ProlificidadProlificidad

(media ± E.E)(media ± E.E)
Embrapa (GG) Embrapa (GG) 3.00 ± 0.18 3.00 ± 0.18 aa 2.1 ± 0.1 ª2.1 ± 0.1 ª

Silvestre (AA)Silvestre (AA) 1.78 ± 0.15 1.78 ± 0.15 bb 1.4 ± 0.2 1.4 ± 0.2 bb

Sin gen (sG) Sin gen (sG) 1.28 ± 0.16 1.28 ± 0.16 bb 1.4 ± 0.2 1.4 ± 0.2 bb

a, b Literales diferentes en la misma columna indican diferencia (p≤0.05; Muñoz-García 
et al., 2021). E.E. = error estándar.

Finalmente, estos resultados de las mutaciones y variantes genéticas 
encontradas en los genes de fecundidad relacionadas con tasa ovu-
latoria y prolificidad en la oveja, representan una gran utilidad en la 
implementación de programas de mejoramiento genético, dirigidos 
para mejorar la eficiencia reproductiva y rentabilidad de los rebaños. 

Conclusiones
La comprensión de los eventos fisiológicos y reproductivos en la ove-
ja, con su respectivo control genético, apoyado de los avances de la 
biotecnología molecular y genómica para la búsqueda, identificación 
y descripción de las mutaciones implicadas en la foliculogénesis y la 
fecundación, principalmente con aquellas variantes genéticas identi-
ficadas en los genes de la fecundidad, en particular la mutación FecGE 
del gen GDF9, permitirá incrementar la tasa ovulatoria y la prolifici-
dad. Esto logrará potencializar el uso de las biotecnologías de repro-
ducción asistida en el mejoramiento genético de la especie ovina, en 
particular la IA, la OMTE y la TE, para obtener un mayor número de 
corderos por parto en la oveja, lo cual se reflejará en un incremento en 
la productividad de las UP.  



23Capítulo 1. 
 Aplicaciones moleculares y genómicas con variables reproductivas en ovinos

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

Referencias bibliográficas
Abdoli, R., Zamani, P., Mirhoseini, S. Z., Ghavi Hossein-Zadeh, N., & 

Nadri, S. (2016). A review on prolificacy genes in sheep. Repro-
duction Domestics Animal = Zuchthygiene, 51(5), 631–637. https://doi.
org/10.1111/rda.12733 

Aranguren-Méndez, J. A., Román-Bravo, R., Isea, W., Villasmil, Y., & Jor-
dana, J. (2005). Microsatellites (STR s), ADN Molecular Markers 
for Excellency for conservation programs: A review. Archivos Lati-
noamericanos de Producción Animal, 13(1), 30-42. https://ojs.alpa.uy/
index.php/ojs_files/article/view/237/229 

Arif, A.I., & Khan, H.A. (2009). Molecular markers for biodiversity analysis 
of wildlife animals: a brief review. Animal Biodiversity and Conser-
vation, 32(1): 9-17. https://doaj.org/article/623dd4659112465fa426e-
1bf99a9d872 

Azawi, O.I., & Al-Mola, M.K. (2011). A study on the effect of GnRH ad-
ministration on the ovarian response and laparoscopic intrau-
terine insemination of Awassi ewes treated with eCG to induce 
superovulation. Tropical Animal Health and Production, 43: 1351–
1355. https://doi:10.1007/s11250-011-9856-7  

Bodensteiner, K.J., Clay, C.M., Moeller, C.L., & Sawyer, H.R. (1999). Mo-
lecular cloning of the ovine growth differentiation factor-9 
gene and expression of growth differentiation factor-9 in ovine 
and bovine ovaries. Biology of Reproduction, 60: 381-386. https://
doi:10.1095/biolreprod60.2.381  

Bravo, S., Larama, G., Paz, E., Inostroza, K., Montaldo, H. H., & Sepúlve-
da, N. (2016). Polymorphism of the GDF9 gene associated with 
litter size in Araucana creole sheep. Animal Genetics, 47(3), 390–
391. https://doi.org/10.1111/age.12404 

Cameron, A.W., Battye, K. M., & Trounson, O. A. (1988). Time of ovula-
tion in goats (Capra hircus) induced to superovulate with PMSG. 
Journal of Reproduction and Fertility, 83: 747-752. https://doi:10.1530/
jrf.0.0830747 



24 César Cortez Romero, Juan Salazar Ortiz, Jaime Gallegos Sánchez,  
María del Carmen Navarro Maldonado y Demetrio Alonso Ambriz García

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Conde-Hinojosa M.P., Cortez-Romero, C., Vaquera-Huerta, H., Herre-
ra-Corredor, A., Torres-Hernandez, G., & Salazar-Ortiz, J. (2014). 
Respuesta folicular y ovárica en ovejas Pelibuey sometidas a di-
ferentes tratamientos de sincronización y/o superovulación. En: 
Por una producción animal sustentable para el logro de la soberanía 
alimentaria y el combate a la pobreza. XLI Reunión de la Asociación 
Mexicana para la Producción Animal y Seguridad Alimentaria 
A.C. (AMPA) y VII Reunión Nacional de Sistemas Agro y Silvopas-
toriles. Mérida, Yucatán. 

Cognie, Y. (1999). State of the art in sheep-goat embryo transfer. Therioge-
nology, 51: 105-116. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(98)00235-0 

Cokett, N.E., Shay, T.L., Beever, J. E., Nielsen, D., Albretsen, J., Georges, 
M., Peterson, K., Stephens, A., Vernon, W., Timofeevskata, O., 
South, S., Mork, J., Macilius, A., & Bunch, T.D. (1999). Localization 
of the locus causing spider lamb syndrome to the distal end of 
ovine chromosome 6. Mammaliam Genome, 10: 35-38. https://doi.
org/10.1007/s003359900938 

Cortez-Romero, C., & Gallegos-Sánchez, J. (2014). Biotecnologías repro-
ductivas, moleculares y génicas en ovinos. 1ra. Edición. Editorial Bi-
blioteca Básica de Agricultura (BBA). ISBN: 978-607-715-212-5. 
282p. 

Davis, G.H. (2005). Major genes affecting ovulation rate in sheep. Ge-
netics Selection Evolution, 37 (Suppl 1): S11-S23. https://doi.or-
g/10.1186/1297-9686-37-S1-S11 

De Castro, F. C., Cruz, M. H. C., & Leal, C. L. V. (2016). Role of Growth 
differentiation factor 9 and bone morphogenetic protein 15 in 
ovarian function and their importance in mammalian female 
fertility - A review. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, 
29(8), 1065–1074. https://doi.org/10.5713/ajas.15.0797 

Escobar-Chaparro, R. A., Guillén, G., Espejo-Galicia, L. U., Meza-Villal-
vazo, V. M., Peña-Castro, J. M., & Abad-Zavaleta, J. (2017). qPCR 
and HRM-based diagnosis of SNPs on growth differentiation fac-



25Capítulo 1. 
 Aplicaciones moleculares y genómicas con variables reproductivas en ovinos

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

tor 9 (GDF9), a gene associated with sheep (Ovis aries) prolificacy. 
3 Biotech, 7(3). https://doi.org/10.1007/s13205-017-0837-z 

Evans, G., & Robinson, J. T. (1980). The control of fertility in sheep: en-
docrine and ovarian responses to progestagen-PMSG treatment 
in the breeding season and in anoestrus. Journal of Agricultural 
Science, 94: 69-88. https://doi.org/10.1017/S002185960002791X 

Galloway, S. M., McNatty, K. P., Cambridge, L. M., Laitinen, M. P., Jennifer, 
J. L., Jokiranta, S., McLaren, R. J., Luiro, K., Dodds, K. G., Montgom-
ery, G. W., Beattie, A. E., Davis, G. H., & Ritvos, O. (2000). Mutations 
in an oocyte-derived growth factor gene (BMP15) cause increased 
ovulation rate and infertility in a dosage-sensitive manner. Na-
tural Genetics, 25: 279–283. https://doi.org/10.1038/77033 

García-Salas, A., Cortez-Romero, C., Salazar-Ortiz, J., Arroyo-Ledezma, 
J., Ruíz-Vera, V.M., Vaquera-Huerta, H., & Gallegos-Sánchez, J. 
(2017). Administration of exogenous hormones in ovulatory and 
embryonic response in Pelibuey sheep. Reproduction in Domestic 
Animals, 52(3):446-451. https://doi.org/10.1111/rda.12930 

González-Bulnes, A., García-García, R.M., Souza, C.J.H., Santiago More-
no, J., López-Sebastián, A., Cocero, M.J., & Baird, D.T. (2002). Pat-
terns of follicular growth in superovulated sheep and influence 
on endocrine and ovarian response. Reproduction in Domestics An-
imals, 37:357–361. https://doi.org/10.1046/j.1439-0531.2002.00385.x 

Hanrahan, J.P., Gregan, S.M., Mulsant, P., Michael, M., Davis, G.H., Powell, 
R., & Galloway, S.M. (2004). Mutations in the genes for oocyte-de-
rived growth factors GDF9 and BMP15 are associated with both 
increased ovulation rate and sterility in Cambridge and Belclare 
sheep (Ovis aries). Biology of Reproduction, 70: 900-909. https://doi.
org/10.1095/biolreprod.103.023093 

Hernández-Rubio, D.J., Navarro-Maldonado, Ma. del C., González-Mu-
ñoz, S.S., Hernández-Rodríguez, M. Conde-Hinojosa, M.P., & 
Cortez-Romero, C. 2023. Influencia de la presincronización del 
estro en variables reproductivas de ovejas de la raza Katahdin 
portadoras del gen GDF9 (Influence of estrus pre-synchroni-



zation on reproductive variables in Katahdin ewes carriers of 
the GDF9 gene). Tropical and Subtropical Agroecosystems, 26 (042): 
1-12. https://www.revista.ccba.uady.mx/ojs/index.php/TSA/article/
view/4269 

Juengel, J. L., Hudson, N. L., Heath, D. A., Smith, P., Reader, K. L., Lawren-
ce, S. B., O’Connel, A.R., Laitinen, M.P.E., Cranfield, M., Groome, N. 
P., Ritvos, O., & McNatty, K. P. (2002). Growth differentiation factor 
9 and bone morphogenetic protein 15 are essential for ovarian 
follicular development in sheep 1. Biology of Reproduction, 67(6), 
1777–1789. https://doi.org/10.1095/biolreprod.102.007146

Knight, P. G., & Glister, C. (2006). TGF-beta superfamily members and 
ovarian follicle development.   Reproduction, 132(2): 191–206. ht-
tps://doi.org/10.1530/rep.1.01074 

Lahoz, C.B., Alabart, J.L., Folch, J., Calvo, J.H., Martinez-Royo, A., & Fan-
tova, E. (2011). Genes mayores para el incremento de la prolifici-
dad. http://hdl.handle.net/10532/1630 

Lander, E. S., & Botstein, D. (1989). Mapping mendelian factors underl-
ying quantitative traits using RFLP linkage maps. Genetics, 121(1), 
185-199. https://doi.org/10.1093/genetics/121.1.185 

Marshall, K., Quiros-Campos, C., Van der Werf, J. H. J., & Kinghorn, B. 
(2011). Marker-based selection within smallholder production 
systems in developing countries. Livestock Science, 136(1), 45-54. 
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2010.09.006 

McNatty, K.P, Smith P., Moore L.G., Reader K., Lun S., Hanrahan, J.P., 
Groome, N.P., Laitinen, M., Ritvos, O., & Juengel, J.L. (2005). Oo-
cyte-expressed genes affecting ovulation rate. Mol Cell Endocrinol, 
234(1-2): 57-66. https://doi:10.5661/rdr-vi-55 

McNatty, K.P., Lawrence, S., Groome, N.P., Meerasahib, M.F., Hudson, 
N.L., Whiting, L., Heath, D.A., & Juengel, J.L. (2006). Oocyte sig-
naling molecules and their effects on reproduction in rumi-
nants. Reproduction Fertility and Development, 18: 403-412. https://
doi:10.1071/RD05104 



27Capítulo 1. 
 Aplicaciones moleculares y genómicas con variables reproductivas en ovinos

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

Menchaca, A., Vilariño, M., Pinczak, A., Kmaid, S., & Saldaña, J. M. (2009). 
Progesterone treatment, FSH plus eCG, GnRH administration, 
and Day 0 Protocol for MOET programs in sheep. Theriogenology, 
72: 477-483. https://doi:10.1016/j.theriogenology.2009.04.002 

Montgomery, G.W., Galloway, S.M., Davis, G.H., & McNatty, K.P. (2001). 
Genes controlling ovulation rate in sheep. Reproduction, 121: 843-
852. https://doi.org/10.1530/rep.0.1210843 

Moradband, F., Rahimi, G., & Gholizadeh, M. (2011). Association of poly-
morphisms in fecundity genes of GDF9, BMP15 and BMP15-1B 
with litter size in iranian Baluchi sheep. Asian-Australasian Jour-
nal of Animal Sciences, 24(9), 1179–1183. https://doi.org/10.5713/
ajas.2011.10453 

Muñoz-García, C., Vaquera-Huerta, H., Gallegos-Sánchez, J., Becerril-Pé-
rez, C.M., Tarango-Arámbula, L.A., Bravo-Vinaja, Á., & Cortez-Ro-
mero, C. (2021). Influence of FecGE mutation on the reproductive 
variables of Pelibuey ewes in the anestrus period. Tropical Animal 
Health and Production, 53:328. https://doi.org/10.1007/s11250-021-
02755-7 

Myers, M., & Pangas, S. A. (2010). Regulatory roles of transforming 
growth factor beta family members in folliculogenesis. Wiley 
Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine, 2(1), 117–
125. https://doi.org/10.1002/wsbm.21 

Nicol, L., Bishop, C. S., Pong-Wong, R., Bendixen, C., Holm, L.-E., Rhind, 
M. S., & McNeilly, S. A. (2009). Specific GDF9 gene results in ste-
rility in Thoka sheep. Reproduction, 138(6), 921–933. https://doi.
org/10.1530/REP-09-0193 

Oliveira, M.E.F., Cordeiro, M.F., Ferreira, R.M., Souza, S.F., Pieroni, J.S.P., 
Rodrigues, L.F.D.S, & Vicente, W.R.R. (2012). Does supplemental 
LH changes rate and time to ovulation and embryo yield in Santa 
Ines ewes treated for superovulation with FSH plus eCG. Ciência 
Rural, 42: 1077-1082. https://doi:10.1590/S0103-84782012000600021 

Palma, G.A. (2008). Biotecnología de la Reproducción. 2ª edición. Prod. Grá-
fica Integral. Argentina, 669p.



28 César Cortez Romero, Juan Salazar Ortiz, Jaime Gallegos Sánchez,  
María del Carmen Navarro Maldonado y Demetrio Alonso Ambriz García

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Paulini, F., & Melo, E. O. (2011). The role of oocyte-secreted factors GDF9 
and BMP15 in follicular development and oogenesis. Reproduction 
in Domestic Animals, 46(2), 354–361. https://doi.org/10.1111/j.1439-
0531.2010.01739.x 

Pérez-López, M.H., Cortez-Romero, C., Salazar-Ortiz, J., Herrera-Corre-
dor, A., Torres-Hernández, G., Morales-Terán, G., & Gallegos-Sán-
chez, J. (2014). Efecto de la aplicación de la hormona Luteinizante 
(LH) a diferentes tiempos post-retiro del CIDR en ovejas Pelibuey. 
En: Por una producción animal sustentable para el logro de la 
soberanía alimentaria y el combate a la pobreza. XLI Reunión 
de la Asociación Mexicana para la Producción Animal y Seguri-
dad Alimentaria A.C. (AMPA) y VII Reunión Nacional de Sistemas 
Agro y Silvopastoriles. Mérida, Yucatán.

Pérez-Ruiz, E., Gallegos-Sánchez, J., Cortez-Romero, C., Segura-León, 
O.L., Salinas-Ruíz, J., & Salazar-Ortiz, J. (2020). FecGE mutation 
in Pelibuey sheep. Animal Genetics, 51(2), 346-347, https://doi.
org/10.1111/age.12912 

Pinna, A. E., Brandão, F.Z., Cavalcanti, A.S., Borges, A.M., Loureiro, A.P.P., 
& Fonseca, J.F. (2008). Fertilidade de ovelhas cíclicas submeti-
das à sincronização do estro utilizando implantes intravaginais 
(CIDR®) novos ou reutilizados. Acta Scientiae Veterinariae, 36 (Supl 
2): s581. https://www.ufrgs.br/actavet/36-suple-2/FINAL_ANAIS_
da_XXII_Reuniao_da_SBTE_2008.pdf 

Romero-Santillán, F., Cortez-Romero, C., Salazar-Ortiz, J., & Galle-
gos-Sánchez, J. (2015). Cap. 32: Efecto de la adición de un ago-
nista de GnRH en la superovulación de ovejas Pelibuey. En: El 
Agro Veracruzano, vol. II. ISBN: 978-607-96939-2-3. Academia Ve-
racruzana de Ciencias, Boca del Río, Veracruz, pp. 167-173. ht-
tps://cibnor.repositorioinstitucional.mx/jspui/bitstream/1001/1751/1/
PUB-CAPITULOS-LIBROS-955.PDF 

Rubianes, E., Ungerfeld, R., Viñoles, C., Rivero, A., & Adams, G.P. (1997). 
Ovarian response to gonadotropin treatment initiated relative 



29Capítulo 1. 
 Aplicaciones moleculares y genómicas con variables reproductivas en ovinos

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

to wave emergence in ultrasonographically monitored ewes. 
Theriogenology, 47: 1479-1488. https://doi.org/10.1016/s0093-
691x(97)00155-6   

Sanfins, A., Rodrigues, P., & Albertini, F. D. (2018). GDF-9 and BMP-15 
direct the follicle symphony. J Assisted Reproduction and Genetic, 
35(10), 1741–1750. https://doi.org/10.1007/s10815-018-1268-4 

Scaramuzzi R.J., Baird, D.T., Campbell, B.K., Driancourt, M.A., Dupont, 
J., Fortune, J.E., Gilchrist, R.B., Martin, G.B., McNatty, K.P., McNei-
lly, A.S., Monget, P., Monniaux, D., Viñoles, C., & Webb, R. (2011). 
Regulation of foliculogenesis and the determination of ovula-
tion rate in ruminants. Reproduction, Fertility and Development, 23: 
444–467. https://doi.org/10.1071/RD09161  

Silva, B. D. M., Castro, E. A., Souza, C. J. H., Paiva, S. R., Sartori, R., Franco, 
M. M., & Melo, E. O. (2010). A new polymorphism in the growth and 
differentiation factor 9 (GDF9) gene is associated with increased 
ovulation rate and prolificacy in homozygous sheep. Animal Ge-
netics, 42, 89–92. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.2010.02078.x 

Simonetti, L., Forcada, F., Rivera, O.E., Carou, N., Alberio, R.H., Abecia, 
J.A., & Palacin, I. (2008). Simplified superovulatory treatments in 
Corriedale ewes. Animal Reproduction Science, 104: 227-237. https://
doi:10.1016/J.ANIREPROSCI.2007.01.020 

Souza, C. J. H., McNeilly, A. S., Benavides, M. V., Melo, E. O., & Moraes, 
J. C. F. (2014). Mutation in the protease cleavage site of GDF9 in-
creases ovulation rate and litter size in heterozygous ewes and 
causes infertility in homozygous ewes. Animals Genetic, 45(5), 
732–739. https://doi.org/10.1111/age.12190 

Thibier, M. (1990). New technologies in cattle reproduction. Proc. 7 th 
FAVA Congress, Pattaya Thailand. P. 512-524.

Ugalde, J. R. (2014). Biotecnologías reproductivas para el siglo XXI. Re-
vista Cubana de Ciencia Agrícola, 48 (1): 33-34. https://www.redalyc.
org/articulo.oa?id=193030122009 



30 César Cortez Romero, Juan Salazar Ortiz, Jaime Gallegos Sánchez,  
María del Carmen Navarro Maldonado y Demetrio Alonso Ambriz García

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Våge, I. D., Husdal, M., Kent, P. M., Klemetsdal, G., & Boman, A. I. (2013). 
A missense mutation in growth differentiation factor 9 (GDF9) 
is strongly associated with litter size in sheep. BMC Genetics, 
14(1),1–8. https://doi.org/10.1186/1471-2156-14-1 

Veiga-López, A., Domínguez, V., Souza, C.J., García-García, R.M., Arizna-
varreta, C., Tresguerres, J.A., McNeilly, A.S., & González-Bulnes, 
A. (2008). Features of follicle-stimulating hormone stimulated 
follicles in a sheep model: keys to elucidate embryo failure in 
assisted reproductive technique cycles. Fertility and Sterility, 
89:1328-1337. https://doi:10.1016/j.fertnstert.2007.02.034  

Wilmut, I., Schnieke, A.E., McWhir, J., Kind, A.J., & Campbell, K.H. (1997). 
Viable offspring derived from fetal and adult mammalian cells. 
Nature, 27: 810. https://doi:10.1038/385810a0 

Wilson, T., Wu, X.Y., Juengel, J.L., Ross, I.K., Lumsden, J.M., Lord, E.A., 
Dodds, K.G., Walling, G.A., McEwan, J.C., O’Connell, A.R., McNatty, 
K.P., & Montgomery, G.W. (2001). Highly prolific Booroola sheep 
have a mutation in the intracellular kinase domain of bone mor-
phogenetic protein 1B receptor (ALK-6) that is expressed in both 
oocytes and granulosa cells. Biology of Reproduction, 64: 1225-35. 
https://doi:10.1095/biolreprod64.4.1225 

Xu, E., Li, E., Han, Y., Chen, L., & Xie, Z. (2010). Differential expression 
of mRNAs encoding BMP/Smad pathway molecules in antral fol-
licles of high-and low-fecundity Hu sheep. Animal Reproduction 
Science, 120:47-55. https://doi:10.1016/j.anireprosci.2010.02.009 



31Capítulo 2. 
División de embriones. Una nueva visión de una biotecnología reproductiva olvidada

CAPÍTULO 2
División de embriones. Una 

nueva visión de una biotecnología 
reproductiva olvidada

Raymundo Rangel Santos*

Resumen 
La división de embriones es una biotecnología reproductiva de im-
portancia para aumentar la eficiencia de los programas de Transfe-
rencia embrionaria de 20 a 30%. Esta técnica es posible llevarla a cabo 
en el momento de la evaluación de los embriones aún en el mismo 
rancho. La bipartición embrionaria, supone aumentar al doble la dis-
ponibilidad de embriones, requiriéndose conocimientos prácticos en 
el uso de los equipos especializados. En el presente trabajo se anali-
zan algunas variables tales como edad de la receptora, calidad de los 
embriones bisectados, estadio de desarrollo del embrión, raza de las 
hembras subrrogadas y personal técnico. Además, se dan a conocer, 
por el autor experiencias y eficiencias en la bisección y transferencia 
de embriones en México y otros países, principalmente con la especie 
ovina, bovina y equina.  Finalmente se revisan resultados de la divi-
sión de embriones postvitrificacion y de embriones generados in vitro.  

Palabras claves: Bisección de embriones, gemelos idénticos, transfe-
rencia de embriones. 
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Introducción
La división de embriones es un tecnología reproductiva con potencial 
para incrementar la eficiencia de programas de Transferencia de Em-
briones (TE). El procedimiento es simple, rápido y es posible llevarlo 
a cabo en ranchos. Su implementación demanda el conocimiento de 
la técnica y algunos equipos de uso rutinario en un laboratorio de re-
producción. Representa una oportunidad de contribuir a mejorar la 
eficiencia productiva y reproductiva de explotaciones ganaderas. La 
TE es una técnica reproductiva antigua, cuyo éxito es variable. El prin-
cipal problema es la impredecible respuesta a tratamientos de supe-
rovulación y variabilidad en la calidad de los embriones. La técnica de 
división de embriones se justifica desde dos puntos de vista: Incre-
mentar la producción de crías. Este es el aspecto más importante des-
de un punto de vista productivo y la producción de gemelos idénticos. 
La posibilidad de generar pares de gemelos idénticos es importante 
principalmente desde el punto de vista de investigación.

La posibilidad de dividir un embrión inicia como un sueño donde 
la hipótesis planteada es pensar si un organismo en estadio de desa-
rrollo embrionario temprano tiene la capacidad de continuar viviendo 
después de ser dividido mecánicamente (Figura 1). Como se presen-
tará en el desarrollo del documento, la masa de células que integran 
un embrión compacto en estadio de mórula o blastocisto tienen la 
capacidad de continuar viviendo y en el mejor de los casos sobrevi-
vir ambas mitades. Lo anterior puede tener implicaciones tanto desde 
el punto de vista productivo como de investigación. Los resultados 
muestran la capacidad totipotente tanto de las células que integran la 
masa celular interna como las células del trofoblasto, dando origen a 
individuos clínicamente sanos (Rahbaran et al., 2021). 
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Figura 1. Blastocisto expandido (Imagen tomada de Rangel, 2018).

Necesidades
Con la finalidad de realizar la división de un embrión es necesario 
contar con los siguientes aspectos: una mano entrenada, un micro-
manipulador, una micronavaja, medio de división y una caja de Petri.

Tipos de micromanipuladores
Para dividir un embrión es necesario realizar movimientos micro-
métricos en todas las direcciones, por lo cual se requiere usar un 
micromanipulador. Al respecto existen en el mercado tanto microma-
nipuladores mecánicos como automatizados o motorizados. Estos por 
ser instrumentos de alta precisión y con movimientos en joystick hi-
drodinámicos tienen elevados costos. Además, algunos de ellos para 
un correcto funcionamiento requieren mesas con suspensión de aire 
que amortigüen cualquier tipo de vibración, lo que aumenta el costo 
de adquisición y funcionamiento.  Es importante mencionar que el 
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uso de estos equipos requiere de un exhaustivo entrenamiento y ge-
neración de experiencia, considerando lo delicado que es el embrión 
y que los movimientos y el tiempo requerido para la bisección tienen 
que ser óptimos.  

Tipos de microscopios
El tipo de microscopio ideal para ayudar en la división de un embrión 
es un microscopio invertido, del cual es posible encontrar diversas 
marcas, pero en nuestro laboratorio se usa un Nikon TS100 con exce-
lentes resultados. Sin embargo, también podría utilizarse mciroscopio 
estereoscópico equipado con oculares (30X) y objetivos de aumento 
(10X) para una mejor visualización.  

División manual de embriones
Aplicando el principio de que la división es un proceso mecánico, al-
gunos investigadores han mostrado la factibilidad de realizar con éxi-
to la división en forma manual. Aunque en lo personal considero que 
es una intervención quirúrgica de alto riesgo, el éxito dependerá de 
realizar movimientos altamente precisos.

La idea de considerar dividir un embrión demanda del conocimien-
to de aspectos fisiológicos básicos. Por lo cual, es necesario recordar 
que un blastocisto de aproximadamenet siete días está constituido 
por células de la masa celular interna y células del trofoblasto, las 
cuales pueden ser identificadas en el laboratorio mediante su posición 
diferente (Figura 1). Sin embargo, a nivel campo el mismo embrión se 
aprecia de un solo color y por su posición es factible identificar los 
dos tipos de células (Figura 2). Lo cual es fundamental para orientar al 
embrión en posición apropiada para realizar el corte de las células tro-
foblásticas, pero más importante aún de las células de la masa celular 
interna, pues son éstas las que dan origen a la nueva cría.
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Figura 2. Embrión sin teñir (Imagen tomada de Rangel , 2018).

Breve historia
La técnica de división de embriones se desarrolló en la década de los 
70’s y 80’s, tiempo en el cual para dividir un embrión se requería del 
uso de 4 a 6 microinstrumentos (Brem et al., 1989), además de dos 
micromanipuladores, y el procedimiento implicaba tardar más de 30 
minutos para procesar un solo embrión. El proceso era considerable-
mente estresante para el técnico y consumía mucho tiempo, en parte 
para realizar el alineamiento de los diversos microinstrumentos, por 
lo que con el paso del tiempo y el constante esfuerzo para mejorar la 
tecnología se fue reduciendo el número de microinstrumentos utili-
zados. En consecuencia, posteriormente sólo se usaron 2 microins-
trumentos, una pipeta de succión y una micronavaja, significando 
un avance considerable, sin afectar negativamente la eficiencia de la 
técnica. El último avance consistió en el desarrollo de una solución 
especial para dividir embriones que permite al embrión depositarse al 
fondo de la caja de Petri, por lo cual sólo se requiere una micronavaja 
para ayudar en el alineamiento apropiado del embrión y realizar un 
corte vertical (Figura 3). Actualmente es posible dividir un embrión en 
5 a 10 minutos (Rangel, 1991; Vijayalakshmy et al., 2019).
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Figura 3. Método simple de división usando sólo una micronavaja (Imagen 
tomada de Rangel, 2018).

Procedimiento de división
En resumen, la división de un embrión incluye los siguientes aspectos: 
alinear los instrumentos, seleccionar el embrión, colocar una gota de 
medio de división, cortar y transferir dentro de una hora.

Construcción y uso de una micronavaja
El corte de un embrión, aunque es posible realizarlo con una microa-
guja de vidrio, en la actualidad comúnmente se usa una micronavaja, 
la cual se elabora a partir de hojas de afeitar de acero inoxidable que 
se pueden quebrar (Figura 4).
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Figura 4. Construcción y uso de una micro navaja (Imagen tomada de Wil-
liams y Moore, 1988).

Al finalizar el lavado es posible encontrar un considerable número de 
blastocistos de excelente calidad, los cuales deberán orientarse con 
la masa celular interna en el lado izquierdo para facilitar su división 
(Figura 5).

Figura 5. Embriones que deben ser alineados con el fin de ser divididos (Ima-
gen tomada de Rangel, 2018).
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Posterior a la división se espera obtener dos mitades de embriones 
con aproximadamente un 50% de la masa de células en cada una de 
ellas (Figura 6). Lo cual es importante para alcanzar los mayores por-
centajes de sobrevivencia y el mayor porcentaje de gemelos idénticos.

50%

50%

Figura 6. La división de un embrión produce dos demi-embriones con una 
cantidad similar de masa celular (Imagen tomada de Rangel, 2018).

Factores que afectan la sobrevivencia  
de embriones divididos
En seguida se analizan algunos factores que podrían afectar la capaci-
dad de sobrevivir de los embriones divididos.

Calidad del embrión (Q1 vs. Q2). Los embriones apropiados para 
dividirse deben ser calidad 1 o de excelente calidad. Aunque otros em-
briones de menor calidad técnicamente pueden ser procesados, su 
capacidad de sobrevivencia se reduce considerablemente. Los resul-
tados del cuadro 1, muestran mayor sobrevivencia para los embriones 
calidad 1, así como un mayor porcentaje de gemelos idénticos en la 
especie ovina. Dichos resultados son coincidentes con diversos repor-
tes de la literatura (Brem et al., 1984; Williams et al., 1984; Széll et al., 
1994).      
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Cuadro 1. Calidad del embrión y sobrevivencia del embrión dividido 
(Tomada de Rangel, 1991).

CaracterísticaCaracterística Calidad del embriónCalidad del embrión

11 22
No. de embriones divididosNo. de embriones divididos 794794 117117

No. de demi-embrionesNo. de demi-embriones 15881588 234234
No. de receptorasNo. de receptoras 794794 117117

No. de preñeces (%)No. de preñeces (%) 591 (74)591 (74) 83 (71%)83 (71%)
No. de corderosNo. de corderos 805805 106106
Corderos/demi-embrión (%)Corderos/demi-embrión (%) 5151 4545
Corderos/embrión original (%)Corderos/embrión original (%) 102102 9090
Gemelos/embrión original (%)Gemelos/embrión original (%) 2727 2020

Estadio de desarrollo embrionario (Blastocisto expandido vs. Blastocis-
to eclosionado). Los embriones pueden ser divididos desde sus fases 
iniciales de desarrollo, sin embargo, la mayor sobrevivencia se ha ob-
tenido al usar embriones compactos, mórulas y blastocistos (Williams 
et al., 1984; Arave et al., 1987; McEvoy y Sreenan, 1990). En la experien-
cia del autor en ovinos, la mayor sobrevivencia y mayor porcentaje de 
gemelos idénticos se ha obtenido con blastocistos eclosionados (Cua-
dro 2), coincidiendo con lo reportado por Chesné et al. (1987), aunque 
dichos embriones presentan otras limitantes en su manejo.

Cuadro 2. Estadio de desarrollo del embrión y sobrevivencia  
del embrión dividido (Tomado de Rangel, 1991).

CaracterísticaCaracterística Estadio de desarrollo embrionarioEstadio de desarrollo embrionario

Blastocisto  Blastocisto  
expandido expandido 

Blastocisto  Blastocisto  
eclosionadoeclosionado

No. de embriones divididosNo. de embriones divididos 766766 145145
No. de demi-embrionesNo. de demi-embriones 15321532 290290
No. de receptorasNo. de receptoras 766766 145145
No. de preñeces (%)No. de preñeces (%) 561 (73)561 (73) 113 (78)113 (78)
No. de corderosNo. de corderos 754754 157157
Corderos/demi-embrion (%)Corderos/demi-embrion (%) 4949 5454
Corderos/embrión original (%)Corderos/embrión original (%) 9898 108108
Gemelos/embrión original (%)Gemelos/embrión original (%) 2525 3030
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Edad de la donadora (10 vs. 24 meses). Los resultados de nuestros 
estudios en ovinos no muestran efecto significativo con la edad de la 
donadora en la sobrevivencia de los embriones divididos, aunque la 
incidencia de gemelos idénticos fue mayor en ovejas de 24 meses.

Raza de la donadora (Danish Texel vs. Finnish Texel). Los resultados 
de nuestros estudios en ovinos hasta el momento indican que la di-
visión de embriones se puede implementar con éxito independiente-
mente del grupo genético proveedor de los embriones a dividir.

Técnico (1 vs. 2). La experiencia del técnico siempre afectará la efi-
ciencia de la técnica, por lo que es recomendable mantenerse en cons-
tante capacitación, como se muestra en el cuadro 3. Hashiyada (2017) 
reportó mejoras significativas en la eficiencia de la técnica con el paso 
del tiempo de experiencia. 

Cuadro 3. Técnico y sobrevivencia del embrión dividido  
(Tomado de Rangel, 1991).

CaracterísticaCaracterística TécnicoTécnico

11 22

No. de embriones divididosNo. de embriones divididos 124124 787787

No. de demi-embrionesNo. de demi-embriones 248248 15741574

No. de receptorasNo. de receptoras 124124 787787

No. de preñeces (%)No. de preñeces (%) 82 (66)82 (66) 592 (75) *592 (75) *

No. de corderosNo. de corderos 110110 801801

Corderos/demi-embrión (%)Corderos/demi-embrión (%) 4444 51 *51 *

Corderos/embrión original (%)Corderos/embrión original (%) 8888 102102

Gemelos/embrión original (%)Gemelos/embrión original (%) 2222 2626

Resultados en México
La técnica de división puede aplicarse a embriones de cualquier tipo 
de especie de mamífero de interés zootécnico. A continuación, se 
muestran evidencias de su aplicación en bovinos, ovinos y caprinos 
(Figura 7).
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Figura 7. Resultados de división de embriones en bovinos, ovinos y caprinos 
(Tomado de Rangel, 2022).

Se presenta un resumen de algunos de los trabajos realizados por el 
autor en el extranjero y en México (Cuadro 4). Así como los resulta-
dos de un estudio realizado en equinos. En general, los resultados 
muestran la factibilidad de obtener alrededor de un 50% de sobrevi-
vencia de los embriones divididos. Los estudios en ovinos muestran 
la factibilidad de aplicar la división de embriones en explotaciones 
comerciales. El estudio donde se incluyeron vacas Cebú se realizó en 
condiciones de clima cálido húmedo, evidenciando la posibilidad de 
aplicar la tecnología en dichas condiciones medioambientales. Por 
otro lado, en el estudio donde se usó ganado Holstein se incluyeron 
sólo vaquillas. Las cuales fueron servidas con semen sexado para pro-
ducir hembras, por lo que los resultados confirman la oportunidad de 
dividir embriones sexados provenientes de vaquillas incrementando 
la eficiencia de programas de TE. Los resultados bajos reportados con 
embriones de vacas Charolais en parte son relacionados con la parti-
cipación de técnicos nuevos en dicho proyecto, pero la eficiencia fue 
incrementada en estudios posteriores. Finalmente, el fin de incluir al 
menos resultados de un estudio llevado a cabo en equinos obedece a 
la necesidad de mostrar la factibilidad de aplicar la división en dicha 
especie. Lo anterior reafirma que la técnica puede ser aplicada con 
éxito también en una especie donde la inducción de ovulaciones múl-
tiples no funciona y por otro lado el valor económico de los embriones 
es considerablemente alto.



42 Raymundo Rangel Santos

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Cuadro 4. Resumen de resultados (Tomado de Rangel, 1991).

AnimalesAnimales NúmeroNúmero Tasa de sobrevivencia (%)Tasa de sobrevivencia (%)

Ovinos (NZ)Ovinos (NZ) > 6 000> 6 000 4545

Ovino DorperOvino Dorper 9090 5151

Bovino CebúBovino Cebú 2828 4545

Bovino Holstein Bovino Holstein 1616 5050

Bovino CharolaisBovino Charolais 4646 3535

Equinos (1)Equinos (1) 2020 5050

Aplicación potencial en otras especies
Una vez demostrada la efectividad de la división de embriones en va-
rias especies de interés zootécnico, es factible sugerir que la técnica 
podría ser utilizada con éxito en otras especies de interés productivo.

Potencial de la división de embriones
Los resultados reportados hasta el momento muestran la factibilidad 
de aplicar la división de embriones como una alternativa para ayudar 
a mejorar la eficiencia en programas comerciales de TE. En un ejercicio 
donde numéricamente se ilustra el beneficio potencial de incluir la 
división de embriones en un ejercicio de TE que incluye la disponibili-
dad de 10 embriones enteros frescos en una explotación comercial. En 
principio se considera la situación donde se transfieren los embriones 
enteros y se puede obtener un 50, 60 o en el mejor de los casos un 70% 
de sobrevivencia embrionaria. Lo anterior podría generar 5, 6 ó en el 
mejor de los casos 7 crías potenciales. En forma alternativa, aplicar la 
división de embriones resulta en incrementar al doble el número total 
de embriones para transferir. En base a los resultados probables, sería 
factible considerar un 50% de sobrevivencia de los embriones dividi-
dos. Lo cual significa generar potencialmente 10 crías, representando 
un incremento variable comparativamente con transferir los embrio-
nes enteros (Figura 8).
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Figura 8. Potencial de la división de embriones (Tomado de Rangel, 2022).

Preguntas pendientes

¿Existe la posibilidad de dividir embriones de calidad 2(Q2)?

Aunque actualmente es recomendable dividir sólo embriones de ex-
celente calidad (Q1), técnicamente sería factible también dividir em-
briones Q2, la pregunta sería si existe la posibilidad de convertir un 
embrión Q2 en un embrión Q1. Actualmente estamos trabajando al 
respecto y los resultados son alentadores.

¿Existe la posibilidad de dividir embriones congelados?

Los resultados de la literatura generalmente concluyen que la sobre-
vivencia de embriones enteros congelados y posteriormente divididos 
es aproximadamente 5 a 25% (Seike et al., 1991; Schmidt et al., 1992; 
Shelton, 1992), por lo cual no es recomendable dividirlos. Sin embar-



44 Raymundo Rangel Santos

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

go, con los avances recientes en la congelación de embriones como la 
vitrificación abre la posibilidad de que los resultados iniciales puedan 
incrementarse.

¿Existe la posibilidad de dividir embriones  
producidos in vitro?

Resultados preliminares en nuestro laboratorio muestran la factibi-
lidad de dividir embriones ovinos producidos in vitro, los cuales en 
principio fueron cultivados in vitro para confirmar su viabilidad y pos-
teriormente algunos fueron transferidos resultando en el nacimiento 
de una primera cría (Figura 9).

Figura 9. División de embriones ovinos producidos in vitro (Tomado de Loren-
zo-Torres et al., 2021).

Mensaje final
La división de embriones puede incrementar la eficiencia de progra-
mas de TE en un 20 a 30%. confirmando resultados reportados en otros 
estudios (Gatica et al., 1984; Chesne et al., 1987; Vintila et al., 1995).



45Capítulo 2. 
División de embriones. Una nueva visión de una biotecnología reproductiva olvidada

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

Referencias bibliográficas
Arave, C.W., Bunsch, T.D., Mickelsen, C.H., & Warnick, H. (1987). Factors 

affecting survivality of transferred whole and demi-embryos in 
a commercial dairy herd. Theriogenology, 28(3): 373-382.

Brem, G., Kruff, B., Szilvassy, B., & Tenhumberg, H. (1984). Identical 
Simmental twins through microsurgery of embryos. Theriogeno-
loqy, 21(1): 225 abstr.

Chesné, P., Colas, G., Cognié, Y., Guérin, Y., & Sévellec, C. (1987). Lamb 
production using superovulation, embryo bisection, and trans-
fer. Theriogenology, 27(5): 751-757.

da Silveira, L.L., de Souza, R.V., Sousa Melo, N.S., Pezzini, T.G., McMa-
nus, C., & Rumpf, R. (2005). A bipartição como alternativa para 
melhorar os índices de gestação na transferência de embriões 
eqüinos. Ciência Rural, 35(2): 412-416.

Gatica, R., Boland, M.P., Crosby, T.F., & Gordon, Y. (1984). Micromanipu-
lation of sheep morulae to produce monozygotic twins. Therio-
genology, 21(4): 555-560.

Hashiyada, Y. (2017). The contribution of efficient production of mo-
nozygotic twins to beef cattle breeding. Journal of Reproduction 
and Development, 63(6): 527-538.

Lorenzo-Torres, A., Rangel-Santos, R., Ruíz-Flores, A., & Ambríz-Gar-
cía D.A. 2021. In vitro reconstitution of sheep demi-embryos in 
culture medium supplemented with vitamin C. 37th Annual 
Meeting of the Association of Embryo Technology in Europe 
(A.E.T.E.). 29 pp.

McEvoy, T.G., & Sreenan, J.M. (1990). Effect of embryo quality and stage 
of development on the survival zona pellucida-free cattle de-
mi-embryos. Theriogenology, 33(6): 1245-1253.

Rahbaran, M., Razeghian, E., Maashi, M.S., Jalil, A.T., Widjaja, G., Than-
gavelu, L., Kuznetsova, M.Y., Nasirmoghadas, P., Heidari, F., Ma-
rofi, F., & Jarahian, M. 2021. Cloning and embryo splitting in 



46 Raymundo Rangel Santos

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

mammalians: brief history, methods, and achievements. Stem 
Cells International, 2347506.

Rangel, S.R. (1991). Investigations into procedures for the implemen-
tation of a multiple ovulation and embryo transfer scheme us-
ing ewe lambs. Doctoral dissertation. Massey University, New 
Zealand. Rangel S.R. 2018. División de embriones en ovinos. Re-
sultados no publicados.

Rangel, S.R. (2022). División de embriones. Una nueva visión de una 
biotecnología reproductiva olvidada. Resultados no publicados.

Rangel, S.R., & Lorenzo T.A. (2021). División de embriones ovinos pro-
ducidos in vitro. Resultados no publicados.

Seike, N., Sakai, M., & Kanagawa H. (1991). Development of frozen-
thawed demi-embryos and production of identical twin calves 
of different ages. Journal of Veterinary Medical Science, 53(1): 37-42.

Shelton, J.N. (1992). Factors affecting viability of fresh and frozen-
thawed sheep demiembryos. Theriogenology, 37(3): 507-514.

Széll, A., MacLeod, I.M., Windsor, D.P., & Kelly, R.W. (1994). Production 
of identical twin lambs by embryo splitting. Theriogenology, 41(8): 
1643-1652.

Schmidt, M., Smith, S.D., Avery, B., Purwantara, B., & Greve, T. (1992). 
Coculture of bovine demiembryos prior to freezing. Acta Veteri-
naria Scandinavica, 33(3): 237-243.

Vijayalakshmy, K., Virmani, M., Verma, R., Manimegalai, J., Lambe, U., 
& Vikas Choudhir, V. (2019). Micromanipulation of embryos: An 
overview. Journal of Entomology and Zoology Studies, 7(4): 439-441.

Vintila, I., Babusik, I., Kulickova, L., Bencsik, I., Pacala, N., & Corin, N. 
(1995). Embryo splitting a way to increase the efficiency of embr-
yo transfer in sheep. STOCARSTVO, 49(9-12): 349-353.

Williams, T.J., Elsden, R.P., & Seidel, G.E., Jr. (1984). Pregnancy rates with 
bisected bovine embryos. Theriogenology, 22(5): 521-531.

Williams, T.J., & Moore, L. (1988). Quick-splitting of bovine embryos. 
Theriogenology, 29(2): 477-484.



47
Capítulo 3. 

Evaluación de la capacidad de desarrollo de embriones producidos in vitro a partir  
de ovocitos provenientes de especies Bos Taurus indicus y Bos taurus taurus

CAPÍTULO 3
Evaluación de la capacidad de 

desarrollo de embriones producidos 
in vitro a partir de ovocitos 

provenientes de especies Bos taurus 
indicus y Bos taurus taurus

Giovana Yalili Bustamante Saldaña1, Erika Alayo Aguirre1  
y Maricelia Alvarado Bazan1

Resumen
La aplicación de la biotecnología permite aumentar la eficiencia re-
productiva y el progreso genético del ganado vacuno. La presente in-
vestigación tuvo como objetivo comparar la capacidad de desarrollo 
de embriones producidos in vitro provenientes de Bos t. indicus y Bos 
t. taurus. Se evaluaron ovocitos colectados en los mismos periodos y 
épocas del año de estas especies; las donadoras estuvieron bajo las 
mismas condiciones de manejo, tanto sanitarias como nutricionales 
y sin estimulo hormonal. Se aplicó la prueba de Fisher para comparar 
el porcentaje de ovocitos viables y el porcentaje de embriones produ-
cidos por ambas subespecies y prueba t-student con nivel de signifi-
cancia p:<0.05. Hubo diferencias estadísticamente significativas en la 
producción de embriones (28.6 % vs 38.6 %) para Bos t. taurus y Bos t. 
indicus, respectivamente. Se concluye a partir de los resultados obte-

1 Área clonación del Laboratorio de biotecnología reproductiva Sembryo-Lactea. Carretera Pana-
mericana Km531. Virú. La Libertad. Perú. E-mail: giovanaslbs@gmail.com, ealayo@gruporocio.
com, malvarado@gruporocio.com
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nidos, que la subespecie Bos t. indicus tiene mayor capacidad de pro-
ducción de embriones en comparación con la subespecie Bos t. taurus. 

Palabras clave: Vacuno, biotecnología, embriones, Bos t. indicus, Bos t. 
taurus

Introducción
El ciclo reproductivo natural en el bovino conduce al nacimiento de 
una cría por año en el mejor de los casos. Para mejorar la eficiencia 
reproductiva de animales de alto mérito genético se utilizan técnicas 
de reproducción asistida (Ploudre et al., 2012). Este procedimiento, per-
mite multiplicar la descendencia de animales de alta calidad genéti-
ca, acortando simultáneamente el intervalo generacional y facilitando 
diferentes actividades de mejoramiento genético, como la evaluación 
de la progenie y la comparación entre grupos de animales (Satori et 
al., 2002). 

La biotecnología ha experimentado un gran auge en las últimas dé-
cadas y ha dotado a la ciencia de nuevas herramientas capaces de ma-
nipular y modificar el genoma de los seres vivos más evolucionados: 
los mamíferos. El desarrollo de nuevas biotecnologías para producir 
animales transgénicos, o para la multiplicación in vitro de líneas de 
animales genéticamente superiores, se basa en el avance de las técni-
cas de fertilización in vitro (FIV) y en el cultivo de embriones. 

Un objetivo valioso del desarrollo de la biotecnología, es la produc-
ción in vitro de embriones bovinos, como base para otras biotecnolo-
gías, que aseguren una alta tasa de preñez cuando son transferidos a 
hembras receptoras, obteniéndose el nacimiento de crías saludables 
(Hansen, 2006). 

La fecundación in vitro (FIV) de ovocitos bovinos es una técnica be-
neficiosa que permite obtener embriones, lo que representa grandes 
ventajas en reproducción animal garantizando un elevado número 
de embriones en el mismo estadio de desarrollo, clonación mediante 
transferencia nuclear y producción de animales transgénicos (Gadea 
et al., 1998), biotecnologías que permiten el mejoramiento genético 
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necesario, para vencer las limitaciones impuestas por las condiciones 
ambientales (Gutiérrez et al., 2017). Además, las técnicas de FIV son la 
única opción disponible para producir crías de hembras valiosas, que 
por causas no genéticas son estériles y por lo tanto son eliminadas de 
los sistemas productivos (Ratto et al., 1999). Esta técnica tiene muchas 
posibilidades; puede ser usada en vacas cíclicas, no cíclicas, durante 
el primer tercio de la gestación y en las que no responden a estímulos 
hormonales; también, en animales con desórdenes reproductivos de 
origen no genético (Galli et al., 2001), y en terneras y novillas pre púbe-
res a partir del 6º-8º mes de edad (Taneja et al., 2000). 

Cada vez es más evidente la importancia del componente racial 
sobre los eventos fisiológicos del embrión y los gametos que le dan 
origen y dada la importancia de la ganadería en el país, es importante 
caracterizar la influencia de dicho componente sobre la capacidad de 
desarrollo embrionario en bovinos. La realización de estudios donde 
se compare la capacidad de desarrollo embrionario entre las subespe-
cies B. t. taurus y B. t.indicus, permitirá contribuir a fortalecer los cono-
cimientos relacionados con las diferencias biológicas existentes entre 
estas dos especies (Báez et al., 2010). 

La raza animal de la que se derivan los ovocitos afecta la capacidad 
de desarrollo de los embriones derivados de FIV. Bos t. taurus en com-
paración con Bos t. indicus tiene ovarios que contienen menos folículos 
antrales, un tamaño de folículo ovulatorio más grande y una mayor 
tasa de metabolismo. También hay un perfil hormonal diferente en 
Bos t. taurus en comparación con el ganado Bos t. indicus. Las vacas Bos 
taurus tienen un pico menor de concentraciones circulantes de estra-
diol y progesterona que las vacas Bos indicus (Slade et al., 2019)

El ganado B. t. taurus es muy sensible a las condiciones climáticas, 
experimentando grados variables de infertilidad. Los animales con 
mayor herencia cebuina (B. t. indicus); además, de ser menos exigentes 
en alimentación debido a su menor producción lechera, poseen ca-
racterísticas anatómicas y funcionales que los hacen más aptos para 
resistir las condiciones ambientales adversas, mayor resistencia a en-
fermedades por lo cual mantienen tasas de fertilidad más elevadas a 
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lo largo del año (Barros et al., 2006). La especie B. t. indicus (ganado cebú) 
es predominante en las regiones tropicales, debido a su mejor toleran-
cia al estrés térmico y la resistencia a los parásitos que las razas euro-
peas (B. t. taurus), las cuales son predominantes en climas templados 
(Dubuc et al., 1984). En comparación con las razas europeas, el ganado 
cebú experimenta una menor reducción en el consumo de alimento, 
en la tasa de crecimiento, la producción de leche y la función repro-
ductiva, en respuesta al estrés térmico (Barros et al., 2006). 

En los últimos años se han desarrollado diversos programas de 
producción in vitro de embriones bovinos y son numerosos los profe-
sionales que están dedicados a esta biotecnología. Estos programas 
obedecen en gran medida, a las razas que se trabajen, tanto en Bos t. 
taurus como en B. t. indicus, sin embargo, dependiendo de las condicio-
nes ambientales, varían. Por consiguiente, es importante registrar los 
detalles de trabajos locales, que sirvan como soporte técnico para el 
personal que se desempeña en esta actividad (Van Wagtendonk, 2006). 

Se espera que el conocimiento generado de la selección de una 
de las especies predominantes, B. t. taurus o B. t. indicus, sea utilizado 
como fuente de gametos femeninos, que muestren la mayor capaci-
dad de producción embrionaria in vitro, para la FIV; esto permitirá me-
jorar la eficiencia de la PIV de embriones bovinos. El presente estudio 
expone el resultado del trabajo realizado en el Laboratorio Biotecno-
lógico SEMBRYO en LACTEA S.A, ubicado en el Departamento de La 
Libertad – Perú, en el cual se realizó una evaluación de la capacidad 
de desarrollo embrionario producido in vitro a partir de ovocitos pro-
venientes de subespecies de vacas Bos t. taurus vs Bos t. indicus, ambas 
especies de hembras fueron manejadas bajo las mismas condiciones 
medio ambientales y usando el mismo protocolo para la producción 
de los embriones in vitro. 

El objetivo de este estudio fue la producción de embriones in vitro 
a gran escala, basado en el trabajo de campo y el laboratorio, con el 
fin de comparar los resultados entre embriones producidos a partir de 
especies de vacas Bos t. taurus y Bos t. indicus.
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Materiales

Selección de donadoras de ovocitos

La aspiración de las donadoras se ejecutó durante un periodo de seis 
meses comprendido entre el mes de marzo a agosto del 2018, a una 
temperatura que varía de 20 a 25°C, las donadoras tuvieron sesiones 
de aspiración folicular de dos veces por semana. Como donadoras se 
seleccionaron hembras de las subespecies Bos indicus y Bos taurus con 
una edad promedio entre los 2 a 4 años, con buena condición corpo-
ral, con historia sanitaria, productiva y reproductiva normal; dichas 
donadoras fueron alimentadas con forraje de broza y chala durante 
el periodo que fueron sometidas a aspiración. Para lo cual, en cam-
po las vacas fueron colocadas en un brete para realizar la inspección 
ginecológica y de esta manera determinar si la vaca estaba limpia. 
Cabe recalcar que las donadoras no fueron sometidas a protocolos de 
superovulación hormonal.

Para la recolección de ovocitos se utilizó la técnica de OPU (Ovum 
Pick Up) en la cual en cada sesión se utilizó un ecosonógrafo conec-
tado a un transductor, usándose también una bomba de aspiración, 
trabajándose con una presión de vacío que osciló entre 15 a 16 cm3/
min. Se ubicó por palpación rectal uno de los ovarios y se procedió a 
identificar en la pantalla del monitor los folículos. Se orientó el ovario 
para visualizar el folículo a aspirar y se realizó una punción del folí-
culo previsto, aspirando el contenido del mismo, continuando sucesi-
vamente en todos los folículos de ese ovario. Se procedió de manera 
idéntica con el otro ovario. 

Búsqueda y selección de ovocitos 

En el laboratorio el día de la colecta se procedió a preparar el medio de 
aspiración y medio de enjuague a base de PBS + antibiótico + heparina 
+ BSA, los cuales se enviaron a las instalaciones donde se realizó la 
colecta de ovocitos en tubos con los datos necesarios, identificando el 
código de la vaca, para poder de esta manera diferenciarlas entre las 
subespecies Bos t. taurus y Bos t. indicus. Una vez realizada la colecta, 
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los tubos fueron transportados al laboratorio a una temperatura de 
38°C, donde el contenido de los tubos fue pasado a través de un filtro 
y lavado con medio de enjuague, y luego depositarlos en placas de 100 
mm y realizar la observación bajo estereoscopio para su respectiva 
búsqueda, selección y clasificación. 

Maduración de ovocitos 

Para la maduración se utilizó medio B-199 suplementado con hormo-
nas como LH, FSH, estradiol, FCS (Suero fetal bovino), factor de creci-
miento epidermal. Los complejos cumulus- ovocito fueron cultivados 
en grupos de 10, en microgotas de medio y mantenidos en una incu-
badora de CO2 durante 24 horas a 38.5°C en una atmósfera con 5 % CO2 
en aire saturado de humedad (Figura 1) 

Figura 1. Ovocitos post maduración en el Laboratorio de Biotecnología repro-
ductiva Sembryo – Láctea S.A (Sembryo-2018).
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Capacitación espermática 

Para llevar a cabo la FIV se utilizó semen congelado de un toro Brah-
man puro B. t. indicus para las vacas de raza pura Bos t. indicus y un toro 
Bos t. taurus puro, para las vacas de raza pura Holstein previamente 
probada la fertilidad de dichos toros. La capacitación espermática se 
realizó con la técnica de gradiente de PERCOLL, el semen a trabajar se 
depositó sobre un tubo cónico de 15 mL que contenía 1 mL de Percoll 
45 y 1 mL de Percoll de 90, se llevó a la centrifuga a 3000 rpm por 30 
minutos. Se retiró cuidadosamente el pellet y se homogenizó con 1 
ml de Talp 1x, se centrifugó por segunda vez a 1500 rpm por 20 min. 
Se retiró el sobrenadante y este se homogenizó con medio Talp IVF. Se 
calculó la concentración y motilidad ajustando la concentración a 1.5 
millones de espermatozoides/mL. 

Fecundación in vitro 

Una vez transcurrido el tiempo de maduración, los COC (Complejo 
Ovocito Células Cúmulo) previamente se denudaron parcialmente y 
se trasladaron en grupos de 10 ovocitos a microgotas conteniendo 
Talp IVF, posteriormente se procedió a fertilizar con la mezcla de la 
suspensión de semen a cada gota conteniendo los ovocitos. Luego, se 
colocaron en la incubadora durante 18 a 24 horas a 38.5°C en una at-
mósfera saturada de humedad, bajo 5 % CO2. 

Cultivo embrionario 

Aproximadamente 18 horas post inseminación, se denudaron los ovo-
citos casi completamente por pipeteo en las mismas gotas de medio 
de fecundación y se lavaron en medio de lavado H-Talp/Hepes antes 
de transferirlos a microgotas de medio de cultivo temprano cubier-
tas. Las placas de cultivo fueron incubadas a 38.5°C en incubadora 
de mezcla de gases (5 % CO2, 88 % de Nitrógeno, 7 % de Oxígeno a > 
85 % de humedad). En el día 4 post cultivo se realizó el cultivo tardío, 
realizando la renovación de medio de cultivo CIV y la evaluación de 
división embrionaria; así mismo, se retiró el restante de las células del 
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cúmulus. Posteriormente para el día 7 se obtuvieron los embriones en 
el estado de blastocisto y/o blastocisto expandido (Figura 2). 

Figura 2. Blastocistos obtenidos al día 7 en el laboratorio de Biotecnología re-
productiva Sembryo – Láctea S.A.

Resultados
Se colectaron, un total de 2,866 ovocitos en el periodo comprendido 
entre marzo a agosto del 2018, de los cuales 1,424 ovocitos pertenecie-
ron a la especie Bos taurus, y 1,442 ovocitos de la subespecie Bos indicus, 
los resultados se resumen en la Tabla 1. Del total de ovocitos colecta-
dos, fueron a maduración 1,310 para la especie Bos taurus y 1,282 para 
la subespecie Bos indicus respectivamente, de estos últimos pasadas 24 
horas solo fueron fertilizados 1,248 para la especie Bos taurus y 1,130 
para Bos indicus respectivamente. 

Tabla 1. Número total de ovocitos producidos por Tabla 1. Número total de ovocitos producidos por Bos taurus Bos taurus yy Bos indicus Bos indicus..

SUBESPECIESUBESPECIE Nº Ovocitos colectadosNº Ovocitos colectados

Bos taurusBos taurus 1424a1424a

Bos indicusBos indicus 1442a1442a

Letras iguales en las casillas corresponden, que no hay diferencias es-
tadísticamente significativas (p>0.05)
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Los análisis de los datos obtenidos se resumen en la Tabla 2, obser-
vándose que no hubo diferencias estadísticamente significativas en-
tre las colectas de las subespecies Bos taurus y Bos indicus. Sin embargo, 
se encontró diferencia estadísticamente significativa (p< 0.05) entre 
la producción de blastocistos (28.6 % vs 36.6 %) entre las especies Bos 
taurus y Bos indicus, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2.Tabla 2. Porcentaje total de ovocitos fertilizados   Porcentaje total de ovocitos fertilizados  
y de blastocistos producidos por y de blastocistos producidos por Bos taurusBos taurus y  y Bos indicusBos indicus..

SUBESPECIE

Ovocitos 

encontrados 

(n)

Ovocitos 

madurados 

(n)

Ovocitos 

fertilizados 

(n)

Ovocitos 

fertilizados 

(%)

Blastocistos 

producidos 

(n)

Blastocistos 

producidos 

(%)

Bos TaurusBos Taurus 1,4241,424 1,3101,310 1,2481,248 87.6487.64aa 357357 28.6128.61aa

Bos indicusBos indicus 1,4421,442 1,2821,282 1,1301,130 78.3678.36aa 414414 36.6436.64bb

Letras diferentes en las casillas, corresponden a que existe diferencia 
estadísticamente significativa (p<0.05)

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Báez 
et al. (2010), en los cuales se mostró que el ganado con predominancia 
fenotípica Bos indicus presentó mejores tasas de desarrollo embriona-
rio, debido a que sus ovocitos fueron más competentes al tener genes 
termo tolerantes, con capacidad para resistir las condiciones ambien-
tales del trópico, y podían llegar a desarrollarse estos ovocitos luego 
de la fecundación en mayor porcentaje de embriones que los del ga-
nado Bos taurus (Báez et al., 2010). 

Resultados contrarios se obtuvieron en estudios reportados por 
Bryant (2007), donde hubo mejores tasas de desarrollo embrionario 
en Bos taurus que en Bos indicus, exhibiendo que los ovocitos de la 
raza Brahman (Bos indicus) presentan una mayor concentración de 
lípidos comparado con las razas europeas (Bos taurus), lo que resulta 
en una menor respuesta a la fertilización in vitro, por consiguiente, 
menores tasas de preñez (Bryant, 2007). Por otro lado Camargo repor-
tó resultados de la evaluación de los niveles séricos de colesterol y 
triglicéridos en las hembras donadoras bajo las mismas condiciones 
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dietarías, encontrándose un nivel circulante más elevado de coleste-
rol y de triglicéridos en la raza Brahman (Bos indicus) comparada con 
las razas inglesas (Bos taurus) (Camargo et al., 2007), lo que afecta di-
rectamente la influencia de la cantidad de lípidos encontrados en los 
ovocitos de ambas subespecies (Bryant, 2007); esto podría respaldar 
la menor tasa de producción de embriones in vitro, del ganado Bos 
indicus vs Bos taurus. 

Chávez et al. (2010) encontró que, en vacas Holstein (Bos taurus), el 
estrés calórico parece reducir la competencia ovocitaria y las tasas 
de fecundación, reduciendo el desarrollo del embrión contribuyen-
do a una mala fertilidad durante los meses de verano; a diferencia 
del ganado cebú (Bos indicus) que está bien adaptado a los ambientes 
tropicales, evidenciando una máxima tolerancia al calor, mostrando 
mejor rendimiento reproductivo que Bos taurus en regiones tropicales 
y subtropicales, concluyendo que en ambientes tropicales el ganado 
Bos indicus presenta mejores índices de reproducción que el ganado 
Bos taurus. 

Diversos estudios han señalado que el estrés calórico ejerce un 
efecto nocivo retrasado sobre el desarrollo folicular, los niveles de 
progesterona y sobre la competencia ovocitaria en vacas del género 
Bos indicus, a diferencia del Bos taurus, donde el estrés calórico cau-
sa un inmediato deterioro sobre el desarrollo folicular (Sun, 2003). No 
se conoce concretamente el mecanismo por el cual el estrés calórico 
puede afectar a los folículos y a los ovocitos, pero, se ha descrito que 
se produce un daño en la comunicación intercelular entre las células 
de la granulosa, del cúmulus y el ovocito. Se afecta la competencia 
del ovocito para ser fecundado (Al Katanani, 2002), la viabilidad de las 
células de la granulosa y de la teca interna, y se producen cambios en 
la esteroidogénesis (Roth et al., 2001). Por tanto, algunos folículos pu-
diesen ser afectados aún antes de su reclutamiento lo que se traduce 
en la prolongación de los efectos del estrés térmico aún en los meses 
con condiciones más confortables (Lozano, 2005). 

Visintin et al. (2002), señaló que existen diferencias ultraestructura-
les importantes, si se comparan embriones de B. t. indicus y B. t. taurus, 
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que por estas diferencias existe la posibilidad de una mejor respues-
ta en la obtención de embriones in vitro. Sin embargo, existen otros 
estudios en los cuales no se encontraron diferencian de embriones 
producidos in vitro, sugiriendo que el porcentaje de fertilización in vi-
tro no es afectado por la raza o el estado fisiológico (Leroy et al., 2005). 
Los resultados encontrados en el presente estudio evidencian que si 
existe una influencia de la subespecie de la donadora en la cantidad 
de embriones obtenidos en la fertilización in vitro; no obstante, existen 
otros factores asociados importantes que se deben tener en cuenta ta-
les como: etapa de producción de la donadora (si están en producción 
láctea o están secas), la temperatura del medio ambiente o estación 
del año (Tobón, 2004).

Conclusiones
• No hubo diferencia significativa entre los ovocitos recuperados 

de las subespecies Bos t. indicus y Bos t. taurus. 

• La producción de blastocistos fue mejor en la subespecie Bos t. 
indicus comparado con los blastocistos producidos por Bos t. 
taurus. 

• La subespecie Bos t. indicus mostró tener mayor capacidad de 
producción de embriones en comparación con la subespecie 
Bos t. taurus. 
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CAPÍTULO 4
Producción in vitro de embriones 

ovinos en México

Horacio Álvarez Gallardo1,2, Adriana Velázquez Roque3, 
Fernando Villaseñor González4, Michael  

Edward-Kjelland5,6 y Salvador Romo García2

Resumen
La producción in vivo de embriones en ovinos en nuestro país es inci-
piente y para ello se ha utilizado la colección por método quirúrgico, 
con la desventaja de la consecuente formación de adherencias y res-
tricción del uso de las donadoras al cabo de algunos ciclos. El adveni-
miento de la técnica conocida como LOPU (laparoscopic ovum pick up) 
ha sido de importancia para la obtención serial de ovocitos los cuales 
pueden ser incorporados a las técnicas de FIV y consecuentemente a 
la transferencia de embriones durante toda la vida de la donadora. En 
la FIV puede utilizarse semen fresco o congelado, que, si es del mismo 
individuo no muestra diferencias para la obtención de blastocistos. 
El uso de gradientes de PERCOLL para tratar el semen previamente a 
la FIV, puede ser de gran trascendencia. La utilización de semen con-
gelado en época reproductiva o no reproductiva, no tiene diferencia 
significativa. Es de gran relevancia el vigilar el día de formación de 
blastocistos in vitro para que sea sincrónicamente con los días de las 
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receptoras, a fin de obtener los mejores resultados en implantación. 
En dado caso, es conveniente la criopreservación de los blastocistos 
para asegurar dicha sincronización. Se espera que la técnica de pro-
ducción in vitro de embriones de ovino y su transferencia en nuestro 
país, aumente considerablemente, como ya se hace en otros países.

Palabras clave: Embriones, Producción in vitro, Transferencia.

Introducción

Producción de embriones ovinos

Actualmente, la producción in vivo de embriones ovinos (IVD) mejor 
conocida como MOET (multiovulación y transferencia de embriones), 
es el principal, por no decir, el único método utilizado para gene-
rar embriones en pequeños rumiantes en México, aunque existe un 
reporte de las primeras crías producidas en México con embriones 
ovinos producidos in vitro (Hernández et al., 2016).  La colección de 
embriones se realiza por el método quirúrgico (laparotomía), el cual 
es el más utilizado a nivel mundial, debido a las características anató-
micas del cérvix en los ovinos, sin embargo, esta técnica tiene muchos 
inconvenientes, entre los que destacan las adherencias y el trauma 
postoperatorio, el tiempo prolongado entre un procedimiento y otro 
(Jorge-Neto et al., 2018), lo cual hace que se pueda repetir el proceso de 
4 a 5 veces como máximo, en la gran mayoría de las donadoras. 

Como alternativa a la colección de embriones quirúrgica, en los úl-
timos años muchos investigadores han estado trabajando en el de-
sarrollo de una técnica no quirúrgica (dilatando el cérvix), utilizan-
do sustancias como el misoprostol, prostaglandina F2α y estrógenos 
principalmente. Aunque hay resultados prometedores (penetración 
completa del cérvix que va de 27-78% de las donadoras, recuperación 
de medio de lavado de alrededor del 88 al 91% (Fonseca et al., 2019; da 
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Fonseca et al., 2019), pese a estos resultados prometedores, aún falta de-
sarrollar esta técnica para que pueda reemplazar al lavado quirúrgico.

Considerando lo anteriormente mencionado, la producción in vitro 
de embriones ovinos (IVP) surge como una alternativa, tanto para el 
mejoramiento genético como para la conservación, mediante la as-
piración folicular vía laparoscópica o mejor conocida como LOPU por 
sus siglas en inglés (Laparoscopic Ovum Pick Up), la cual es altamen-
te repetible, poco invasiva (ya que no genera adherencias), con poco 
tiempo de ejecución (15 minutos aproximadamente por donadora) y 
con un periodo entre procedimientos de 14 días en comparación con la 
colección quirúrgica de 60 días entre una colecta de embriones y otra 
(Jorge-Neto et al., 2018) sin embargo, se requiere de personal altamente 
capacitado y de un laboratorio de producción in vitro de embriones. 

En la actualidad en México no se realiza la IVP, sin embargo, en 
los Estados Unidos de Norteamérica la IVP se aplica comercialmente 
de forma muy somera, en comparación con la IVD (Tabla 1), según lo 
reportado por la Sociedad Internacional de Tecnologías en Embriones 
(IETS) en 2020 (Viana, 2021).  
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Aspiración folicular vía laparoscópica (LOPU)

La LOPU es la técnica más confiable y eficiente para colectar ovoci-
tos de alta calidad de animales vivos y en algunos casos de anima-
les de edad avanzada, lo que permite su uso para la IVP. Esta técnica 
tiene aplicación en ovinos, caprinos, bovinos, búfalos (Jorge-Neto et 
al., 2018), cérvidos (Locatelli et al., 2006) y cerdos (Brüssow et al., 1997) 
principalmente, además de jugar un papel importante en la conser-
vación de especies. La repetición de la LOPU en la misma donadora 
no causa secuelas con impacto en la vida reproductiva de la hembra, 
incluso cuando se realiza en animales prepúberes o silvestres. Otra 
ventaja de la LOPU es que se puede realizar en pequeños rumiantes 
aun cuando se encuentren fuera de temporada reproductiva, además 
de poder aplicarla en animales prepúberes (Jorge-Neto et al., 2018).

En pequeños rumiantes, la LOPU seguida de producción de la IVP 
y transferencia embrionaria (TE) es la forma más eficiente de produ-
cir una mayor cantidad de crías a partir de hembras de genética y 
productividad sobresaliente. En programas de mejoramiento genético, 
esto permite incrementar el diferencial de selección y de esa manera 
acelerar la velocidad del progreso genético.

La LOPU se realiza bajo anestesia; a nivel de campo, nuestro equipo 
utiliza ketamina (5 mg/kg IM) más xilazina (0.2 mg/kg IM) previo ayu-
no de sólidos de 24 horas y agua de 12 horas. Una vez anestesiada, la 
donadora es colocada en decúbito dorsal en una camilla laparoscópi-
ca para rasurar y desinfectar la zona abdominal inmediatamente cra-
neal a la ubre; posteriormente se levanta la camilla con la cabeza ha-
cia abajo en un ángulo aproximado de 45-60 grados, de tal modo que 
los órganos digestivos se descansen sobre el diafragma y permitan 
aislar el útero y los ovarios. Se procede a colocar un campo quirúrgico 
dejando un área aproximada de 15 x 15 cm; se colocan tres trocares 
(un trócar para el endoscopio, otro para una pinza atraumática y otro 
para el mandril de aspiración, todos preferentemente de 5 mm) (Figu-
ra 1) para poder acceder a la cavidad abdominal, lo que nos permite 
realmente minimizar el grado de trauma quirúrgico. Para aumentar la 
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capacidad de visualización, se realiza un neumoperitoneo, insuflando 
la cavidad abdominal con CO2. 

Figura 1. Posición de los trócares, endoscoio, pinza y mandril de aspiracón.

La visualización se realiza mediante un endoscopio rígido de 0° de 
5mm, asociado con el mandril de aspiración, el cual está compuesto 
por tubo de acero inoxidable o acrílico de 5 mm de diámetro, unido 
a una aguja de 20G de bisel corto, la cual se conecta a una manguera 
siliconizada que desemboca en un tubo de colección de 50 mL el que 
a su vez está conectado con la bomba de vacío (Figura 2). La presión 
de vacío se gradúa a una velocidad de 50-70 gotas por minuto. Una vez 
que los 3 trócares han sido debidamente insertados y se ha introduci-
do a través de ellos el laparoscopio, la pinza de sujeción atraumática y 
la pipeta de aspiración, se procede con la punción folicular. Para reali-
zar la punción folicular, el ovario se sujeta con la pinza atraumática y 
se gira en diferentes direcciones para ver toda la superficie del ovario 
y así puncionar todos los folículos de más de 2 mm de diámetro. El 
procedimiento se repite en ambos ovarios, y se lavan los ovarios con 
solución fisiológica heparinizada, a efecto de eliminar cualquier resto 
de sangre y que no se formen adherencias.
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Figura 2. Sistema de aspiración.

Otro aspecto por resaltar es que se requiere de estimulación hormo-
nal en las donadoras, debido a que los ovarios generalmente son pe-
queños y con el fin de facilitar la punción (Baldassarre et al., 2007). Es 
importante aplicar prostaglandina F2α previo a la LOPU debido a que, 
si hay presencia de algún cuerpo lúteo, los sangrados son mayores de-
bido a la alta irrigación en dicha estructura (Vilá et al., 2007).  

Producción in vitro de embriones ovinos (IVP)

La IVP es una biotecnología que es aplicada con dos objetivos, generar 
progenie a partir de embriones de donantes genéticamente superio-
res y generar embriones para programas de conservación, ya sea para 
obtener crías o para generar bancos de germoplasma.

Esta técnica requiere de varios pasos: 1) la maduración in vitro (MIV) 
de los ovocitos colectados, 2) la fertilización in vitro (FIV) que compren-
de la co-incubación de los ovocitos madurados con los espermato-
zoides seleccionados y capacitados y 3) el cultivo in vitro (CIV) que va 
desde los cigotos hasta la etapa de blastocistos.

Para la IVP, se han utilizado los mismos medios empleados para 
bovinos, como son: el medio Charles Rosenkrans (CR1) (Rosenkrans y 
First, 1994), el fluido oviductal sintético (SOF) (Gardner et al., 1994) y el 
medio optimizado simple de potasio (KSOM) (Liu y Foote, 1995). 
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Investigaciones realizadas en IVP

1. Evaluación del tipo de semen para FIV

Para poder llevar la IVP de manera exitosa, la calidad del semen es 
uno de los aspectos más importantes a tomar en cuenta. En el caso de 
los ovinos, es una práctica común el uso de semen fresco para la FIV, 
sin embargo, esto puede llegar a ser un problema debido a que están 
bien documentadas las diferencias que existen entre eyaculados del 
mismo animal, lo cual es una fuente de variación importante en los 
resultados de la IVP. Con base en lo anterior, se realizó la evaluación 
de la IVP utilizando semen fresco y semen congelado del mismo se-
mental. Los resultados de este trabajo muestran que no hubo diferen-
cias estadísticamente significativas entre el semen fresco y el semen 
congelado para las variables de porcentaje de divisiones, porcentaje 
de embriones de 8 células y porcentaje de blastocistos, con lo que se 
concluyó que se pueden usar tanto semen fresco como congelado con 
resultados similares (Figura 3).
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Marquéz-Marquez et al., 2021

Figura 3. Resumen de IVP en ovinos utilizando semen fresco y semen congelado

No se observaron diferencias estadísticamente significativas para las variables de respuesta:
porcentajes de divisiones, embriones de 8 células y blastocistos, al comparar la IVP con semen
fresco y congelado.

Figura 3. Resumen de IVP en ovinos utilizando semen fresco y semen congelado.
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2. Evaluación de la selección espermática para FIV

Los métodos de selección espermática son utilizados rutinariamente 
para preparar el semen para FIV. Estos procedimientos aumentan la ca-
lidad espermática y sirven para remover el plasma seminal, el diluyente 
y restos celulares. El método de los gradientes de PERCOLL, es amplia-
mente empleado en los laboratorios de FIV en animales.  Se han utili-
zado diferentes concentraciones de gradientes, volúmenes, tiempos y 
fuerza de centrifugación con el fin de incrementar la recuperación de 
espermatozoides vivos y aumentar la calidad espermática (motilidad, 
integridad acrosomal). En base a esto se evaluaron dos concentraciones 
de gradientes para la selección espermática: 1) 45-90% (control) y 2) 40-
80% (tratamiento), utilizando semen congelado del mismo semental. 
No se encontraron diferencias para ambos grupos para las variables de 
porcentaje de divisiones y embriones de 8 células, aunque el porcen-
taje de divisiones tendió a ser estadísticamente significativo (P = 0.06) 
a favor del grupo tratado. Con respecto al porcentaje de blastocistos 
hubo una diferencia significativa (P<0.05) a favor del grupo tratado. Con 
estos resultados se puede concluir que el Percoll 40-80% incrementa el 
porcentaje de blastocistos (Figura 4).
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Figura 4. Resumen de IVP en ovinos utilizando diferentes
concentraciones de percoll en la selección espermatica para FIV

Velázquez-Roque et al., 2021*Barras con superíndices difieren (P<0.05)

No se observaron diferencias estadísticamente significativas para las variables de respuesta:
porcentajes de divisiones y embriones de 8 células, sin embargo, el porcentaje de blastocistos
fue significativamente mayor en el Percoll 40-80%

Figura 4. Resumen del IVP en ovinos utilizando diferentes concentraciones de 
PERCOLL en la selección espermática para FIV.
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3. Evaluación de semen congelado en temporada y fuera de 
temporada reproductiva para FIV

Es bien sabida la diferencia que existe entre los eyaculados del mismo 
animal, sin embargo, también se sabe que el efecto de la temporada 
reproductiva repercute sobre la calidad espermática en los ovinos. Por 
tal motivo se evaluó el efecto de la temporada reproductiva y no re-
productiva sobre el semen utilizado para la IVP. Se congeló semen del 
mismo macho (Dorper) en temporada reproductiva (octubre) y fuera 
de temporada reproductiva (mayo) y se utilizó para la FIV. No hubo 
diferencias estadísticas entre ambos grupos para el porcentaje de 
divisiones, embriones de 8 células y blastocistos, sin embargo, hubo 
mayor porcentaje de blastocistos con el semen congelado en tempo-
rada reproductiva, aunque esta diferencia no fue significativa (P=0.07). 
Nuestros resultados muestran que el semen congelado en temporada 
y fuera de temporada reproductiva, se comportan similar en la IVP 
(Figura 5).
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Figura 5. Resumen de IVP utilizando semen congelado en temporada
reproductiva y fuera de temporada reproductiva

Marquéz-Marquéz et al., 2022
No se observaron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables
estudiadas: porcentajes de divisiones, embriones de 8 células y blastocistos.

Figura 5. Resumen de IVP utilizando semen congelado en temporada repro-
ductiva y fuera de temporada de reproductividad.
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4. Dificultades encontradas para aplicar la IVP

Un problema recurrente, es el estado sanitario del semen. En México, 
la gran mayoría de los programas reproductivos utilizan semen proce-
sado a nivel de campo, y aunque no presenta mayores complicaciones 
al aplicarlo en las principales biotecnologías (inseminación artificial 
y MOET), en el caso de la IVP es una fuente de contaminación. Esto 
implica que el semen deba de someterse a mayor manipulación para 
tratar de evitar la contaminación lo cual repercute directamente en la 
producción de embriones.

En la experiencia de nuestro grupo, hemos encontrado que la dis-
tribución de la producción de blastocistos entre los días 6, 7 y 8 de 
CIV es muy variable (Tabla 2). Esto implica un problema si se pretende 
realizar TE con embriones frescos, ya que, si los embriones alcanzan 
el estadío de blastocisto en el día 7 de CIV, se tendrían receptoras sin-
cronizadas en día 6 y ya habría una asincronía de un día o en su caso 
hasta de dos días si se obtienen blastocistos en día 8 de CIV. 

Tabla 2. Distribución de la producción de blastocistos

Día 6 Día 7 Día 8 Total

Media 19.1 12.0 1.18 33.8

Mínimo 2 0 0 16

Máximo 38 29 10 58

Distribución de la producción de blastocistos de acuerdo con el día de CIV

Al no poder tener una certeza de cómo se va a distribuir la producción 
de blastocistos, una alternativa es la criopreservación, aunque se debe 
de tener en cuenta que la fertilidad se va a ver afectada.

5. Evaluación de la criopreservación de embriones IVP

Considerando nuestros resultados de IVP y la distribución de la pro-
ducción de blastocistos, nuestro equipo inició con las pruebas de 
criopreservación. Tomando en cuenta resultados previos con con-
gelamiento lento de embriones bovinos producidos in vitro, se deci-
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dió evaluar la respuesta al congelamiento lento utilizando glicerol y 
etilenglicol. Obteniéndose 58.7 y 81.7% de reexpansión para los em-
briones congelados en glicerol y etilenglicol respectivamente, siendo 
esta diferencia estadísticamente significativa (P<0.001). En cuanto a 
la eclosión, se tuvieron un 76.6 y 80.9% de eclosión para los embrio-
nes congelados en glicerol y etilenglicol respectivamente. Con estos 
resultados se concluyó que el etilenglicol fue el mejor crioprotector 
para el congelamiento lento de embriones IVP (Datos en proceso de 
publicación).

6. Primeras crías producidas en México a partir de embriones 
IVP criopreservados

Una vez que ya se tuvo el protocolo de criopreservación, se procedió 
a la TE de los embriones criopreservados con el objetivo de evaluar la 
fertilidad de los embriones IVP congelados. Se realizaron transferen-
cias de 2 blastocistos por receptora y al diagnóstico a los 40 días de 
gestación, obtuvimos un 53.5% de receptoras gestantes, de las cuales 
el 40% fueron gestaciones gemelares. Solo el 45% de las receptoras lle-
garon a parto (Figuras 6 y 7), lo cual indica una pérdida de gestaciones 
del 8.5%. Extrañamente no se tuvieron partos gemelares, aun cuando 
se había diagnosticado un alto número de gestaciones gemelares (Da-
tos en proceso de publicación).

Figura 6. Receptoras con sus crías producidas por embrión in vitro.
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Figura 7. Crías producto de transferencia de embriones producidos in vitro.

A pesar de no ser una biotecnología muy empleada hasta el momen-
to, la IVP va a tener un papel muy importante en la producción de 
embriones en pequeños rumiantes en México, ya que las donadoras 
se van a poder utilizar por periodos más prolongados sin las compli-
caciones que sufren después de la MOET, sin embargo, se debe ser 
claro en que no es una tecnología que esté peleada con la MOET, son 
tecnologías que se complementan. 

La IVP también va a tomar mucha relevancia en los programas de 
conservación, ya que en muchas ocasiones las donantes son animales 
viejos o con problemas de fertilidad que no son una opción para las 
biotecnologías tradicionales (IA y MOET), además de que con la IVP 
se puede maximizar el recurso genético al poder utilizar muy poco 
semen para fertilizar varios ovocitos o utilizar una misma donadora 
con diferentes sementales. 

Un factor muy importante para considerar es que se requiere de 
gran infraestructura y de mucha capacitación de los técnicos para que 
puedan aplicar la IVP.
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CAPÍTULO 5
Producción in vitro de embriones 

bovinos con semen SexedULTRA-4M™: 
Investigaciones realizadas en México

Horacio Álvarez Gallardo1,2, Salvador Romo García2, 

Michael Edward Kjelland3,4 y  Adriana Velázquez Roque5

Resumen
Desde hace tiempo, la pretendida asignación del sexo en embriones 
de ganado bovino ha sido compleja, pues los resultados con diferentes 
biotecnologías de reproducción a través de  la selección de esperma-
tozoides X o Y no eran lo suficientemente constantes y eficientes, lo 
cual cambió considerablemente cuando se incorporó en este campo 
a la citometría de flujo, sin embargo  aún tuvieron que pasar cerca 
de 20 años, para que se detectara de manera eficiente el 3.8% de ADN 
que posee de manera adicional el cromosoma X con respecto al Y.  Al 
inicio del uso de la citometría, la pérdida en una muestra espermáti-
ca analizada por este proceso era cerca del 80%, considerando los es-
permatozoides no detectados y la velocidad del sistema. Actualmente 
los citómetros de nueva generación (Génesis III) y la técnica conocida 
comercialmente como SexedULTRA-4M™. permiten obtener mayor 
eficiencia de sexado y en mejor tiempo. Las pajillas de espermato-
zoides sexados han mostrado mejores resultados en la formación de 
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3 Conservation, Genetics & Biotech, 
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blastocistos en la Producción in vitro de embriones en comparación al 
semen no sexado.

Palabras clave: Sexado de semen, bovinos, SexedULTRA-4M™.

Introducción

Antecedentes del sexado espermático

Hablando de biotecnologías reproductivas en ganado bovino, la selec-
ción del sexo tiene una larga historia. A lo largo del tiempo, muchos 
investigadores trataron de separar los espermatozoides con cromo-
somas X y Y mediante varias técnicas, basándose en principios de 
diferencia de masa y motilidad, patrones de nado, cambios en la su-
perficie del espermatozoide y diferencias de volumen (Seidel y Garner, 
2002). Sin embargo, ninguno de estos métodos fue capaz de producir 
la separación de espermatozoides fértiles de manera eficaz. 

La predeterminación del sexo se pudo lograr gracias a los avances 
en la computación, biofísica, biología celular y fisiología reproducti-
va aplicada. A partir de la década de 1980 comenzó a aplicarse una 
técnica denominada citometría de flujo, la cual permitió separar los 
espermatozoides de acuerdo con sus cromosomas sexuales. Tomó 
alrededor de 20 años que esta tecnología fuera comercializada para 
su uso en inseminación artificial en ganado bovino. Esta técnica se 
basa en diferenciar los espermatozoides X y Y en base a su conte-
nido de ADN. En el caso de los bovinos, los espermatozoides X que 
producen hembras contienen un promedio de 3.8% más ADN que los 
espermatozoides Y que producen machos (Garner, 2001). El sexado de 
espermatozoides por medio de citometría de flujo es una herramienta 
valiosa que indudablemente tuvo un impacto benéfico en el mejora-
miento genético de la industria ganadera. Esta tecnología, tenía una 
eficacia del 85-95%, sin embargo, no estaba completamente perfeccio-
nada (Garner y Seidel, 2003). 
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Figura 1. Sistema de clasificación de espermataozoides por citometria de flujo.

Los espermatozoides con cromosomas X y Y pueden ser separados en 
base al contenido de ADN usando citometría de flujo (Garner, 2001; 
Garner y Seidel, 2003). De manera convencional, el citómetro de flujo 
consiste en un circuito cerrado de alta velocidad de flujo de líquidos 
que permite alinear y leer los espermatozoides individualmente en 
microgotas. La fluorescencia que produce cada espermatozoide teñido 
es procesada por un software que permite al operador seleccionar la 
población espermática con mínima o máxima luminosidad según el 
sexo que se quiera separar. Los espermatozoides elegidos son carga-
dos eléctricamente, desviados del flujo original en un campo magné-
tico y finalmente recolectados (Oses et al., 2009) (Figura 1). 
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Después se concentran mediante centrifugación y posteriormente 
son congelados, quedando vivos solo la mitad del total (Seidel, 2009). 
El sexado espermático convencional tiene una eficacia del 85-95% 
(Garner y Seidel, 2003). En los citómetros de flujo de alta velocidad 
conocidos como MoFlo SX (Figura 2), los espermatozoides pasaban a 
una velocidad de 80 km/h, aproximadamente 20,000 espermatozoides 
totales/segundo (Garner y Seidel, 2003), con lo que se requería de 9 
minutos para sexar una pajilla de 2.1 millones de espermatozoides, 
lo cual solo conseguía generar aproximadamente 7 pajillas por hora 
(Garner y Seidel, 2008). 

Figura 2. Citómetro MoFlowSTTM.

La motilidad, morfología y concentración espermática de los eyacula-
dos eran los factores más importantes para obtener una buena sepa-
ración de las dos poblaciones, ya que se observó una alta correlación 
entre la motilidad, la concentración y la separación de las poblaciones 
con citómetros de flujo de alta velocidad. Por lo tanto, para la sepa-
ración de espermatozoides X y Y se necesitaban eyaculados con más 
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del 50% de motilidad progresiva y 75% de espermatozoides normales 
(Oses et al., 2009).

El semen sexado se comercializaba en pajillas de 0.25 ml a una 
concentración de 2.1 millones de espermatozoides (Garner y Seidel, 
2008). Esta concentración se debía a que, al momento de sexar el se-
men, se perdía aproximadamente un 80% del eyaculado entre los es-
permatozoides del sexo no deseado y los espermatozoides que no se 
lograban diferenciar (Oses et al., 2009). Este semen era menos fértil y 
más delicado que el semen convencional debido a que los espermato-
zoides eran sometidos a varios procesos para la separación de los es-
permatozoides con cromosoma “X” y los de cromosoma “Y”, además 
del proceso de congelado (Espinosa y Córdova, 2012). 

La primera producción comercial de semen sexado fue en la com-
pañía Cogent en el Reino Unido (Seidel, 2009). Aunque tuvo un inicio 
relativamente lento, aumentó exponencialmente la producción de se-
men sexado bovino con un estimado de 4 millones de dosis en el 2008 
(Seidel, 2009). A pesar de las limitantes del semen sexado, claramente 
hubo una buena aceptación (Seidel, 2009). Se consiguieron porcenta-
jes de gestación aceptables con la dosis reducida (2.1 x 106 esperma-
tozoides) de semen sexado en vaquillas, pero no fue así en el caso de 
vacas lactantes (Garner, 2001). 

Modificaciones a la técnica de sexado 
espermático
En la actualidad la tecnología del sexado espermático ha evoluciona-
do, modificando las técnicas (incrementando la velocidad del sexado, 
disminuyendo el estrés, incrementando la concentración espermática 
y por ende mejorando los parámetros de viabilidad espermática) a lo 
que hoy se conoce como SexedULTRA-4M™. Aunque en la actualidad 
existen muy pocos datos acerca de esta nueva tecnología, se ha re-
portado que, en esta nueva técnica, se alteró la fisiología espermática 
para facilitar el ingreso del fluorocromo Hoechst 33342 y para retener-
lo dentro de la célula, lo que permite que haya mayor fluorescencia y 
con esto se logre una mejor discriminación entre las poblaciones “X” 
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y “Y”. Por otra parte, el proceso de criopreservación es otro paso muy 
estresante para la célula espermática, por lo cual, la tecnología Sexe-
dULTRA™ se ideó para simplificar y optimizar los medios y controlar 
estos agentes estresores para el espermatozoide. Se modificó el proto-
colo, con un tratamiento previo al proceso de tinción, además del uso 
de un nuevo medio de tinción que mantiene el pH estable durante un 
periodo de tiempo más prolongado. El medio de congelamiento tam-
bién fue modificado, tomando en cuenta la dosis de semen sexado.

En el éxito del proceso de ultrasexado influyeron principalmente 
dos factores: las modificaciones en los medios y los equipos para rea-
lizar el sexado. Los modernos citómetros Genesis III (Figura 3) pueden 
hacer la separación de subpoblaciones de ~8000 espermatozoides/se-
gundo con ~90% de pureza, alcanzando un máximo de separación de 
500 millones de espermatozoides/hora (Vishwanath y Moreno, 2018).

Figura 3. Citómetros de última generación para sexado espermático.

Con estos cambios, en las pruebas de laboratorio se incrementó la mo-
tilidad espermática, así como la integridad del acrosoma con respecto 
al sexado convencional considerando las mismas concentraciones es-
permáticas (Gonzalez-Marin et al., 2017).
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Por otra parte, al evaluar la calidad espermática considerado in-
tegridad de la membrana plasmática (VIA), porcentaje de acrosomas 
intactos (PIA) e índice de fragmentación de ADN (DFI) del semen Se-
xedULTRA™ comparado con el semen convencional, en el semen Se-
xedULTRA™ a las 3 horas post-descongelado, el PIA fue significativa-
mente mayor con respecto al semen convencional. En cuanto al DFI, el 
semen SexedULTRA™ tuvo un DFI significativamente menor en todos 
los puntos de evaluación con respecto al semen convencional. Con 
estos datos, los autores concluyeron que la tecnología SexedULTRA™ 
mantiene la calidad del semen y en muchos casos tiene mayor longe-
vidad in vitro comparado con el semen convencional (Gonzalez-Marin 
et al., 2018).

Producción in vitro de embriones bovinos (PIV) 
con semen sexado
En el caso de la asociación de biotecnologías, una de las más exitosas 
ha sido sin lugar a duda la PIV y el sexado espermático. Históricamen-
te siempre se ha considerado que el método más económico de usar 
el semen sexado en programas de reproducción en ganado bovino es 
a través de la producción in vitro de embriones (PIV), ya que con esta 
técnica se requiere una cantidad muy pequeña de espermatozoides. 
Sin embargo, los resultados con la PIV con semen sexado tienen los 
inconvenientes de los bajos porcentajes de fertilización, de divisio-
nes, de producción de blastocistos, de preñez y la variación entre toros 
comparado con el semen convencional (Wheeler et al., 2006).
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Investigaciones realizadas en PIV con semen 
SexedULTRA-4M™

1. Comparación del semen SexedULTRA-4M con semen 
convencional para PIV

Para este experimento se utilizaron un total de 4000 ovocitos (obteni-
dos a partir de ovarios de rastro) para la PIV. Para la FIV se emplearon 
cuatro toros de la raza Angus Negro (1000 ovocitos por toro), de los 
cuales se utilizó semen sexado SexedULTRA-4M™ con cromosoma “X” 
(500 ovocitos por toro) y semen convencional (500 ovocitos por toro) 
de cada toro. Una vez fertilizados, los presuntos cigotos se colocaron 
en cultivo durante 7 días. Al evaluar el comportamiento de acuerdo 
con el tipo de semen con los promedios de los cuatro toros evaluados, 
con el semen SexedULTRA-4M™ hubo mayor porcentaje de divisio-
nes (58.10%) con respecto al semen convencional (54.45%) siendo es-
tadísticamente significativo (P=0.01). Para la variable de porcentaje de 
embriones de 8 células no hubo diferencia significativa entre grupos, 
sin embargo, hay tendencia a ser significativo para el semen SexedUL-
TRA-4M™. El porcentaje de blastocistos fue mayor significativamente 
(P=0.009) para el semen SexedULTRA-4M™ (27.15%) en comparación 
con el semen convencional (22.8%) (Figura 4). 
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Figura 4. Resumen de la PIV utilizando semen convencional y
SexedULTRA-4M (promedios de cuatro toros)

Álvarez et al., 2022*Barras con superíndice difieren (P<0.05)

Figura 4. Resumen de la PIV utilizando semen convencional SesedULTR-4M 
(promedios de cuatro toros).
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En el caso del comportamiento de acuerdo con los toros, no hubo 
diferencias estadísticamente significativas para todas las variables 
analizadas en el caso de los toros 1 y 4. Sin embargo, el toro 2 tuvo 
porcentajes de divisiones y de blastocistos significativamente supe-
riores con el semen SexedULTRA-4M™ comparado con el semen con-
vencional. En el caso del toro 3, el semen SexedULTRA-4M™ fue su-
perior (P<0.05) en el porcentaje de blastocistos con respecto al semen 
convencional.

En cuanto al tipo de semen por toro, todos los toros fueron dife-
rentes para todas las variables estudiadas (P>0.05). Sin embargo, para 
todas las variables estudiadas que no fueron diferentes entre el tipo 
de semen del mismo toro, si hubo diferencia aritmética a favor del 
semen SexedULTRA-4M™ con los toros 1 y 4. Con estos datos se pudo 
concluir que el semen SexedULTRA-4M con cromosoma “X” tiene re-
sultados similares a los obtenidos con semen Convencional y en algu-
nos casos superiores. El resumen de estos resultados se presenta en 
la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la producción in vitro de embriones bovinos usando 
semen convencional Y SexedULTRA-4M™ de 4 toros (Álvarez et al., 2022).

Toro Semen
Ovocitos

N Divisiones %
Embriones 
de 8 células 

%

Blastocistos 
%

11
ConvencionalConvencional 500500 72.2 ± 5.6372.2 ± 5.63 59.8 ± 11.0359.8 ± 11.03 35.8 ± 6.4235.8 ± 6.42

SexedULTRA-4MSexedULTRA-4M 500500 75.6 ± 5.7375.6 ± 5.73 62.8 ± 13.9262.8 ± 13.92 40.4 ± 8.9140.4 ± 8.91

22
ConvencionalConvencional 500500 46.2 ± 2.2846.2 ± 2.28aa 26.2 ± 1.9226.2 ± 1.92 20.4 ± 2.0720.4 ± 2.07aa

SexedULTRA-4MSexedULTRA-4M 500500 51 ± 3.3251 ± 3.32bb 29.8 ± 3.6329.8 ± 3.63 24.2 ± 2.7724.2 ± 2.77bb

33
ConvencionalConvencional 500500 40.8 ± 2.2840.8 ± 2.28 18 ± 1.8718 ± 1.87 10.4 ± 1.1410.4 ± 1.14aa

SexedULTRA-4MSexedULTRA-4M 500500 43 ± 2.5543 ± 2.55 20.8 ± 2.5820.8 ± 2.58 14.2 ± 0.8314.2 ± 0.83bb

44
ConvencionalConvencional 500500 58.6 ± 6.0258.6 ± 6.02 36 ± 6.4836 ± 6.48 24.6 ± 6.3524.6 ± 6.35

SexedULTRA-4MSexedULTRA-4M 500500 62.8 ± 7.7962.8 ± 7.79 43.2 ± 6.3443.2 ± 6.34 29.8 ± 6.6529.8 ± 6.65

Diferentes literales “a” y “b” en la misma columna, representan diferencias estadística-
mente significativas (p <0.05).



86

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Horacio Álvarez Gallardo, Salvador Romo García, Michael Edward Kjelland  
y Adriana Velázquez Roque

2. Comparación del semen SexedULTRA-4M con 
cromosoma “X”, “Y” y semen convencional para la PIV

El objetivo del trabajo fue comparar semen SexedULTRA-4M con cro-
mosoma “X”, semen SexedULTRA-4M con cromosoma “Y” y semen 
Convencional del mismo toro para la PIV. Para este trabajo se utiliza-
ron 1500 ovocitos (obtenidos a partir de ovarios de rastro), 500 ovocitos 
para ser fertilizados con cada tipo de semen. Los porcentajes de divi-
siones fueron del 58.6 ± 6.02, 62.8 ± 7.79 y 49.8 ± 5.36, respectivamente 
para el semen Convencional, SexedULTRA-4M X y SexedULTRA-4M Y. 
Los porcentajes de embriones de 8 células fueron de 36 ± 6.48, 43.2 ± 
6.34, y 26 ± 6.96, respectivamente con semen Convencional, SexedUL-
TRA-4M X y SexedULTRA-4M Y. El porcentaje de blastocistos en día 7 
fue de 24.6 ± 6.35 para el semen Convencional, 29.8 ± 6.65 para el Sexe-
dULTRA-4M X y 9.8 ± 2.59 para el SexedULTRA-4M Y. No hubo diferen-
cias estadísticamente significativas en los porcentajes de divisiones y 
embriones de 8 células entre los grupos de semen Convencional y el 
de SexedULTRA-4M X, sin embargo, ambos fueron significativamen-
te superiores (P<0.05) comparados con el grupo SexedULTRA-4M Y. 
El porcentaje de blastocistos en día 7 fue significativamente superior 
para el grupo SexedULTRA-4M X comparado con los grupos de semen 
Convencional y SexedULTRA-4M Y, y para el grupo de semen Conven-
cional comparado con el grupo SexedULTRA-4M Y (Figura 5). Con los 
resultados obtenidos se puede concluir que el semen SexedULTRA-4M 
tuvo mayor porcentaje de blastocistos que el semen Convencional y el 
SexedULTRA-4M Y. 
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Figura 5. Resumen de PIV en bovinos utilizando semen convencional, SexedUL-
TRA-4M con cromosoma “X” y cromosoma “Y”.

3. Comparación del semen SexedULTRA-4M con semen 
convencional para PIV a partir de ovocitos de hembras 
prepúberes de razas de carne

El objetivo de esta investigación fue comparar el semen Convencional 
y el semen SexedULTRA-4M con cromosoma X para la PIV a partir de 
hembras prepúberes. Para la PIV se utilizaron ovarios colectados por 
medio de castración quirúrgica (para exportación a Estados Unidos) de 
hembras de 6 meses de edad con genotipo Bos indicus x Bos taurus. Los 
ovocitos madurados (n=600, en 5 réplicas) fueron divididos en dos gru-
pos, el grupo semen Convencional y el grupo SexedULTRA-4M. El pro-
ceso de FIV se llevó a cabo con semen Convencional y SexedULTRA-4M 
del mismo toro. Los presuntos cigotos fueron colocados en CIV hasta 
el día 7. El porcentaje de divisiones para el semen Convencional fue de 
46% ± 1.4 y 43.2% ± 1.4 para el SexedULTRA-4M. Para los embriones de 
8 células los resultados fueron del 16% ± 0.6 y 14% ± 0.6 para Conven-
cional and ULTRA-4M respectivamente. El porcentaje de blastocistos al 
día 7 para Convencional fue de 9% ± 0.6 y 8% ± 0.6 para ULTRA-4M. No 
hubo diferencias significativas entre ambos grupos (P>0.05) para todas 
las variables analizadas (Figura 6). En conclusión, bajo las condiciones 
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de este trabajo, el ULTRA-4M tiene resultados similares al Convencional 
para la PIV bovinos a partir de hembras prepúberes. 

Figura 6. Resumen de PIV en becerras prepúberes (B taurus x B indicus) utili-
zando semen convencional y SexedULTRA.

4. PIV con semen SexedULTRA-4M a partir de ovocitos de 
hembras Holstein prepúberes obtenidos por aspiración 
folicular laparoscópica (LOPU)

En este estudio se utilizó el semen SexedULTRA-4M con cromosoma 
X para la PIV a partir de hembras prepúberes. Para la PIV se utilizaron 
ovocitos colectados por medio de aspiración folicular laparoscópica 
(LOPU) a partir de 15 hembras de 3 meses de edad de la raza Hols-
tein. Debido a los antecedentes que nuestro grupo de trabajo tenía 
trabajando PIV con hembras prepúberes, además de lo reportado en 
la literatura (Baldassarre et al., 2018) se decidió realizar estimulación 
ovárica, 72 horas previo a la LOPU. Se evaluaron tres protocolos de 
estimulación (5 hembras por cada protocolo): 1) 5 aplicaciones de FSH 
cada 8 horas + eCG en la sexta aplicación (5FSH-8h); 2) 4 aplicaciones 
de FSH cada 8 horas + eCG en la quinta aplicación (4FSH-8h); 3) 1 apli-
cación de FSH + eCG (1FSH-eCG). Los ovocitos colectados (se mezclaron 



89
Capítulo 5. 

Producción in vitro de embriones bovinos con semen SexedULTRA-4M™:  
Investigaciones realizadas en México

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

los ovocitos de las donadoras de cada grupo para bloquear el efecto de 
la hembra) fueron madurados (5FSH-8h n=120; 4FSH-8h n=115; 1FSH-
eCG n=96) y fertilizados in vitro con semen SexedULTRA-4M del mismo 
toro. Los presuntos cigotos fueron colocados en CIV hasta el día 7. Los 
porcentajes de divisiones fueron 63.33% ± 2.12, 38.03% ± 2.8 y 14.28% 
± 1.4 para los grupos 5FSH-8h, 4FSH-8h y 1FSH-eCG respectivamente. 
Para los embriones de 8 células los resultados para 5FSH-8h fueron de 
33.33% ± 1.4, para 4FSH-8h fueron 19.09% ± 0.7 y para 1FSH-eCG 0% ± 
0. El porcentaje de blastocistos al día 7 para 5FSH-8h fue de 30% ± 2.4, 
para 4FSH-8h fue 19% ± 1.06 y para 1FSH-eCG fue 0% ± 0. Todos los 
grupos tuvieron diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) 
para todas las variables analizadas (Figura 7). En conclusión, bajo las 
condiciones de este trabajo, el tratamiento 5FSH-8h tuvo resultados 
similares de PIV con hembras prepúberes comparados con los que se 
obtienen con animales adultos utilizando semen SexedULTRA-4M con 
cromosoma X.
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Figura 7. Resumen de PIV en becerras prepúberes Holstein utilizando semen 
SexedULTRA-4M-.
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Consideraciones finales
Esta nueva tecnología de sexado espermático, hasta el momento está 
demostrando una mejoría sustancial tanto en inseminación artificial, 
en la mutiovulación y transferencia de embriones, así como en la PIV. 
Aún falta trabajo por hacer para acabar de perfeccionar la asociación 
de biotecnologías, pero sin lugar a dudas el sexado espermático Sexe-
dULTRA-4M va a ser un parteaguas en el mejoramiento genético tanto 
de ganado de leche como con el ganado de carne, además de que no 
nos debe sorprender su aplicación para el mejoramiento y rescate ge-
néticos en otras especies animales.
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Resumen 
Diversas investigaciones han demostrado que uno de los principales 
daños ocasionados por las especies reactivas de oxígeno (ROS) es la 
fragmentación del ADN en los espermatozoides, el cual tiene un gran 
impacto en el éxito reproductivo, tanto in vivo como in vitro; pudiendo 
ocasionar fracaso en la fecundación, abortos y malformaciones. Por 
tal motivo, la integridad de la cromatina espermática ha sido recono-
cida como un parámetro de la calidad seminal y de la fecundidad, ade-
más de ser independiente de los parámetros comúnmente evaluados 
en el análisis seminal rutinario, requiriendo de técnicas especiales 
para su análisis. Sin embargo, algunas de las técnicas que se utilizan 
actualmente para medir el daño del ADN espermático presentan una 
baja reproductibilidad en los resultados y entre diferentes especies, 
así como equipo sofisticado para su análisis. 

Palabras claves: ADN; Ovino; Fragmentación; ROS; Semen 
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Introducción
Los ovinos de pelo, Pelibuey, Blackbelly, considerados como razas ma-
ternas, son de las razas que han visto descender su inventario en los 
últimos años en México, por lo cual hoy en día se encuentran ame-
nazadas (Gonzáles et al., 2004; Aguilar et al., 2017). El peligro se cierne 
desde el punto de vista genético, ya que están siendo absorbidas por 
razas paternas (sintéticas) de reciente introducción al país. El ganade-
ro con cierto criterio productivo, está aprovechando las cualidades de 
ambas aportaciones genéticas. Por una parte, las razas maternas o sea 
el ovino de pelo autóctono brinda cualidades de mayor rusticidad que 
son producto de adaptación al medio ambiente adverso después de 
muchos años de estancia en nuestro país, mientras que las razas pa-
ternas o sea el ovino “sintético”, proporciona a través del cruce termi-
nal, una mayor producción de carne en la eficiencia transformadora 
de los insumos alimenticios que se les oferta. Bajo estas circunstan-
cias, el cruce indiscriminado y sin control, poco a poco ha erosionado 
el material genético autóctono con una tasa de sustitución hacia el F1, 
F2 como pie de cría sin ninguna dirección genética. La alternativa de 
solución para la recuperación de las razas maternas está en la aplica-
ción de la biotecnología reproductiva, ya que, a través de biotécnicas 
de reproducción asistida se pueden recuperar y propagar a corto plazo 
estas razas de pelo, de ahí que resulte necesario establecer un Banco 
de Germoplasma in situ, ex situ e in vitro que garantice una distribución 
controlada y preserven los genes de animales puros.

Los Bancos de Germoplasma in vitro, permiten conservar la varia-
bilidad genética que existe hoy en día y posibilitan el manejo gené-
tico de los recursos naturales (Ballaou, 1992). Asimismo, si se conser-
van semen, óvulos y embriones, estos podrían ser utilizados durante 
muchos años, reforzando un programa de mejoramiento genético de 
mediano y largo plazo. Por otra parte, la utilización de los gametos 
conservados en estos bancos permite el intercambio del material de 
alto valor genético tanto entre poblaciones como entre generaciones, 
de esta forma se mejora tanto la conservación in situ como la ex situ al 
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evitarse la pérdida de variabilidad genética y la consanguinidad, fenó-
meno habitual en especies amenazadas. 

Actualmente, el INIFAP, Campo experimental de Mocochá, cuenta 
con un rebaño núcleo ovino de las razas puras Pelibuey y Blackbe-
lly, que han sido conservadas a través de registros genealógicos por 
más de 40 años. Durante este tiempo, se han desarrollado diversas 
investigaciones orientadas a la selección, mejora genética, nutrición, 
evaluación de cruzamientos y aspectos reproductivos. En este último, 
se han realizado diversos estudios en la mejora de los protocolos de 
congelación del semen ovino, así como una evaluación completa de 
la calidad del semen. Uno de los factores que influye en esta técni-
ca es que la capacidad fecundante del semen se ve afectada por los 
procesos de criopreservación (Roca et al., 2005). Numerosos estudios 
han demostrado que los procesos de criopreservación afectan nega-
tivamente a la calidad y la capacidad fecundante del semen. Se ha 
descrito que los espermatozoides de ovino son más susceptibles al 
choque frío durante la criopreservación que otros mamíferos (Grötter 
et al., 2019). En el ovino, a pesar de que un porcentaje relativamente 
alto (40-50 %) de espermatozoides conservan su motilidad después de 
la descongelación, sólo alrededor del 20-30 % permanecen biológica-
mente intactos (Watson, 2000). Estas diferencias, se atribuyen, en par-
te, a la composición lipídica (Mandal et al., 2014; Chunrong et al., 2019) 
y al contenido de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) presentes en 
las membranas de los espermatozoides (Mandal et al., 2014), así como 
a varios factores causados por los protocolos de criopreservación que 
alteran la integridad del espermatozoide: el cambio en la temperatura 
del diluyente; el estrés osmótico y tóxico inducido por los crioprotec-
tores (Watson, 1995, 2000); la formación/remodelación de hielo intra-
celular durante la congelación y descongelación (Peña et al., 2005); la 
disolución de hielo en el ambiente extracelular (Watson, 2000) y el 
estrés oxidativo ocasionado por la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) (Kolettis et al., 1999; Watson, 2000). Diversas investi-
gaciones han demostrado que uno de los principales daños ocasiona-
dos por las ROS es la fragmentación del ADN en los espermatozoides, 
el cual tiene un gran impacto en el éxito reproductivo, tanto in vivo 
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como in vitro; pudiendo ocasionar fracaso en la fecundación, abortos y 
malformaciones (Muriel et al., 2004). Por tal motivo, la integridad de la 
cromatina espermática ha sido reconocida como un parámetro indi-
cativo del potencial fecundante masculino y puede ser independiente 
de los parámetros comúnmente evaluados en el análisis seminal ruti-
nario, requiriendo de técnicas especiales para su análisis.

Por esta razón, el estudio más reciente realizado por el INIFAP, 
Campo experimental de Mocochá, junto con el Tecnológico Nacional 
de México, Campus Conkal, fue la de comparar diferentes técnicas 
para analizar la fragmentación del ADN espermático ovino de mues-
tras descongeladas, con el fin de incluir la mejor técnica al protocolo 
de evaluación seminal rutinario y así poder garantizar una mayor ca-
pacidad fecundante de los gametos.

Actualmente, existe mucha información sobre la fragmentación 
del ADN del espermatozoide a partir de investigaciones realizadas en 
células espermáticas de humanos y animales, sin embargo, la aplica-
ción de resultados obtenidos por diferentes autores es menor en el 
ámbito de la producción animal; además de las diferencias en resulta-
dos por la variedad de las técnicas empleadas en la determinación del 
daño del ADN espermático en diferentes especies (Tabla 1).
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Hasta el momento, se pueden encontrar numerosas publicaciones 
sobre la utilidad de diversas técnicas en las cuales se analiza el es-
tado de la cromatina espermática en diferentes especies. Uno de los 
más sencillos es la prueba de la naranja de acridina (NA), con el cual 
se comprueba el grado de desnaturalización del ADN espermático en 
función de su unión al colorante naranja de acridina (Ortega López 
et al., 2010). Es un método relativamente rápido y se ha usado para 
evaluar la calidad espermática previa y posterior a la criopreservación 
(Senan et al., 2013; Papa et al., 2015). Sin embargo, la técnica de AO está 
limitada a estas propiedades metacromáticas, por cuanto nos aporta 
información limitada del estatus nuclear del espermatozoide. Otras 
técnicas, como la dispersión de la cromatina espermática (SCD) ana-
lizan la fragmentación del ADN espermático comprobando roturas en 
la cadena. Esta técnica permite diferenciar entre los espermatozoides 
cuya cromatina está condensada e intacta de los que tienen su ADN 
fragmentado (Nava-Trujillo et al., 2011; Carretero et al., 2012; Nezhad et 
al., 2013). Asimismo, también se encuentra la cromomicina A3 (CMA3) 
que es un fluorocromo ampliamente utilizado en citogenética. Este 
colorante permite detectar espermatozoides que tienen un nivel de-
ficiente de empaquetamiento de la cromatina (Manicardi et al., 1995). 
Por otro lado, también se encuentra el azul de toluidina (AT) que es 
un colorante nuclear básico que genera reacciones metacromáticas 
cuando interacciona con la cromatina. Se trata, por tanto, de otra 
prueba que nos indica el nivel de maduración o condensación nuclear 
(Erenpreisa et al., 2003). Por último, el azul de anilina (AA) que es simi-
lar al de azul de toluidina. Este colorante es de tipo básico que reac-
ciona con los grupos fosfato de los ácidos nucleicos (ADN y ARN), los 
grupos sulfatos de los glucosaminoglicanos y los grupos carboxilos de 
las proteínas. Esta tinción discrimina entre las histonas ricas en lisina 
y las protaminas ricas en arginina y cisteína, teniendo afinidad por 
la primera, por lo que se puede utilizar para detectar defectos en la 
compactación o inmadurez de la cromatina (Hammadeh et al., 1996). 
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Análisis de la fragmentación del ADN 
espermático: 

Naranja de acridina (NA)

El semen descongelado se diluye a una concentración de ~30 x106/mL 
en PBS y se colocan 7 µL en un cubreobjeto para realizar un frotis que 
se deja secar al aire y después se fija en una solución Carnoy (meta-
nol-ácido acético 3:1) durante 24 horas. Posteriormente, los frotis se 
dejan secar para luego ser teñidos con una solución de NA durante 5 
minutos. La solución madre se prepara disolviendo 0.05g de NA en 50 
mL de agua destilada y se almacena a 4°C hasta su uso, mientras que 
la solución de tinción se prepara mezclando 10 mL de la solución ma-
dre (40 mL de 0.1 M de ácido cítrico y 2.5 mL de 0.3 M Na2HPO4·7H2O). 
Finalmente, los frotis se lavan sumergiéndolos en un vaso con agua 
destilada para luego analizarlos con un microscopio de fluorescencia 
(Figura 1).

Figura 1. Espermatozoides de ovino procesados con la técnica de naranja de 
acridina.
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Los espermatozoides que presentan una fluorescencia amarilla re-
presentan las células que tienen el ADN fragmentado (flecha blanca) 
en contraste con los no fragmentados que presentan una fluorescen-
cia verde (flecha amarilla) (Foto: Álvaro E. Domínguez Rebolledo).

Dispersión de la cromatina espermática (SCD)
El semen descongelado se diluye a una concentración de ~30 x106/mL 
en una solución fosfato búfer (PBS), se mezcla 20µL del semen diluido 
con 40 µL agarosa líquida de bajo punto de fusión atemperada a 37 °C, 
de modo que la concentración final de la agarosa sea del 0.7%. Sobre 
un portaobjetos previamente recubierto de una película de agarosa 
estándar al 0.65%, se depositan dos gotas separadas con 10 µL de la 
suspensión de agarosa con la muestra de semen diluida, se cubren 
con un cubreobjetos de 22x22 mm, se colocan en una placa de alumi-
nio previamente enfriada a 4°C y se transfiere a un refrigerador para 
que se solidifiquen a 4°C durante 5 minutos hasta formar un microgel. 
Posteriormente, los cubreobjetos se retiran cuidadosamente sin alte-
rar las capas subyacentes y los portaobjetos se introducen horizontal-
mente en una bandeja con una solución lisis (0.4 M Tris, 50 mM EDTA, 
0.4 M DTT, 0.3% SDS, 1% Tritón X-100, pH 7.5 y 100 µg/mL de protei-
nasa K ˃600 U/mL, ̴ 20 mg/mL) para extraer membranas, proteínas y 
producir la descondensación de la cromatina. Después, se sumergen 
en agua destilada durante 5 minutos, para luego deshidratarlas me-
diante la sumersión en 70, 90 y 100% (v/v) de etanol con un tiempo de 
2 minutos cada uno y se dejan secar al aire. Finalmente. las células 
se tiñen con 10 µL de Yoduro de Propidio para su observación con un 
microscopio de fluorescencia (Figura 2). 
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Figura 2. Espermatozoides de ovino procesados con la técnica del test SCD 
modificado.

Los espermatozoides que muestran una fluorescencia amarilla bri-
llante con un halo rojo representan las células que tienen el ADN frag-
mentado (flecha blanca) en contraste con los no fragmentados que 
muestran una fluorescencia roja (flecha verde) (Foto: Álvaro E. Domín-
guez Rebolledo).

Cromomicina A3 (CMA3)
El semen descongelado se diluye a una concentración de ~30 x106/
mL en PBS y se colocan 7 µL en un cubreobjeto para realizar un fro-
tis que se deja secar al aire y después se fija en una solución Carnoy 
(metanol-ácido acético 3:1) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, 
los frotis se dejan secar para luego teñirlos con la tinción de CMA3 
(0.25mg/ml en buffer McIlvaine (0.2 M Na2HPO4, 0.1 M ácido cítrico y 
10 mM de MgCl2, pH 7) durante 30 minutos. Finalmente, los frotis se 
lavan sumergiéndolos en un vaso con agua destilada para luego anali-
zarlos con un microscopio de fluorescencia (Figura 3).
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Figura 3. Espermatozoides de ovino procesado con la técnica CMA3.

Los espermatozoides que muestran una fluorescencia verde brillosa 
representan las células que tienen el ADN fragmentado (flecha blan-
ca) en contraste con los no fragmentados que presentan una fluores-
cencia verde degradada (flecha amarilla) (Foto: Álvaro E. Domínguez 
Rebolledo).

Azul de toluidina (AT)
El semen descongelado se diluye a una concentración de ~30 x106/
mL en PBS y se colocan 7 µL en un cubreobjeto para realizar un frotis 
que se deja secar al aire y después se fija en una solución Carnoy (me-
tanol-ácido acético 3:1) durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Luego, los frotis se dejan secar para después teñirlos con la tinción de 
AT (0.05% de AT en 10mL de tampón Mcllvaine, pH 4.0) durante 5 mi-
nutos a temperatura ambiente. Finalmente, los frotis se lavan sumer-
giéndolos en un vaso con agua destilada para luego analizarlos con un 
microscopio de campo claro (Figura 4).
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Figura 4. Espermatozoides de ovino procesado con la técnica Azul de toluidina. 

Los espermatozoides que muestran una coloración morada intensa 
representan las células que tienen el ADN fragmentado (flecha roja) 
en contraste con los no fragmentados que presentan una coloración 
morada degradada (flecha azul) (Foto: Álvaro E. Domínguez Rebolledo).

Azul de anilina (AA)
El semen descongelado se diluye a una concentración de ~30 x106/
mL en PBS y se colocan 7 µL en un cubreobjeto para realizar un frotis 
que se deja secar al aire y después se fija en una solución Carnoy (me-
tanol-ácido acético 3:1) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Luego, los frotis se dejan secar para después teñirlos con la tinción 
de AA (5% de AA disuelto en ácido acético al 4%, pH 3.5). Finalmente, 
los frotis se lavan sumergiéndolos en un vaso con agua destilada para 
luego analizarlos con un microscopio de campo claro (Figura 5).
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Figura 5. Espermatozoides de ovino procesados con la técnica de Azul de anilina.

Los espermatozoides que muestran una coloración azul representan 
las células que tienen el ADN fragmentado (flecha roja) en contraste 
con los no fragmentados que presentan una coloración azul degrada-
da (flecha azul) (Foto: Álvaro E. Domínguez Rebolledo).

Conclusión
Si se pretende conservar y rescatar vía gametos (semen), las razas 
maternas ovinas amenazadas por la erosión genética causada por la 
introducción indiscriminada de nuevas razas paternas, es necesario 
garantizar que el material seminal a utilizar sea fértil. Esta garantía 
la da, además del estudio de la calidad seminal de cada individuo, 
la incorporación de técnicas de reciente estudio como el análisis de 
la fragmentación del ADN a través de tinciones vitales. Solo así en 
programas de mejoramiento genético de mediano y largo plazo, a 
través de Bancos de Germoplasma es como se podrán recuperar las 
razas maternas, tanto en zonas tropicales, subtropicales o templadas 
del país.
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Resumen
Uno de los aspectos más importantes para el desarrollo e implemen-
tación de biotecnologías reproductivas encaminadas a la conserva-
ción de especies de fauna silvestres, tanto en ejemplares de vida libre 
como bajo cuidado profesional, es la fisiología reproductiva. Dado que 
la endocrinología es una de las áreas principales que engloba a la fi-
siología, se han desarrollado y estandarizado diferentes técnicas para 
definir los perfiles hormonales de estas especies. Una de las herra-
mientas de amplio uso para establecer los perfiles endocrinológicos 
es el monitoreo hormonal no invasivo (MHNI), con este tipo de técnica 
se puede lograr una adecuada cuantificación, principalmente de hor-
monas esteroides y con ello conocer algunos aspectos como son: la 
pubertad, estacionalidad, tiempos de ovulación entre otros, mediante 
el uso de diversas matrices tales como: heces fecales, orina, pelo, plu-
mas, escamas, saliva. Con la información generada a partir del MHNI 
se han realizado los ajustes necesarios para hacer más eficientes las 
biotecnologías reproductivas implementadas en ejemplares domésti-

1  Dirección General de Zoológicos y Conservación de la Fauna Silvestre, Secretaria del Medio Am-
biente, CDMX. 

2  Departamento de Reproducción, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM. Jaszara-
te105@gmail.com 
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cos, así como ir dilucidando la fisiología, principalmente reproductiva 
de las especies silvestres. 

Palabras Clave: Biotecnologías, ELISA, Fisiología, Hormonas, Repro-
ducción

Introducción
Actualmente, los zoológicos juegan un papel importante dentro de la 
conservación de la fauna silvestre ex situ, también conocida como fau-
na silvestre bajo cuidado humano, ya que albergan ejemplares que 
representan un reservorio de material genético (Meunier, 2022). Uno 
de los aspectos más importantes para lograr conservar estas especies 
es el conocer los procesos fisiológicos y en particular la fisiología re-
productiva. En el caso de los animales domésticos estos procesos se 
han ido dilucidando a través de diversos métodos, entre los que se 
encuentran el establecimiento de los perfiles hormonales por medio 
de la toma de muestras sanguíneas secuenciales, permitiendo definir 
varios aspectos reproductivos, como son: la pubertad, estacionalidad, 
tiempos de ovulación entre otros. Sin embargo, en los organismos de 
fauna silvestre, la toma de muestras séricas repetidas no suele ser tan 
eficiente, dado que en muchas de las especies se requiere del uso de 
la contención química, lo que puede reflejarse de manera negativa en 
los resultados obtenidos. Es por ello que se han desarrollado técnicas 
de cuantificación no invasivas, haciendo uso de matrices que pueden 
ser colectadas de manera fácil, rápida y segura, tanto para el mane-
jador como para el ejemplar, dichas muestras permiten conocer las 
variaciones hormonales durante periodos longitudinales prolongados 
(Pukazhenthi, 2004), con una mínima interacción con los ejemplares, 
reduciendo las posibles alteraciones que se presentaran en los orga-
nismos y por ende en los resultados (Wojtusik, 2017).

Uno de los aspectos a considerar para el desarrollo de un monito-
reo hormonal no invasivo (MHNI), es la selección del tipo de matriz, 
dado que ésta deberá de reflejar el o los procesos fisiológicos que se 
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desea evaluar, así como en el intervalo de tiempo entre su secreción y 
su excreción. En el caso del MHNI principalmente se utilizan: heces y 
orina, aunque también se pueden utilizar escamas o pelo, dependien-
do de los objetivos que se desean alcanzar (Valdespino, 2007). Otro 
punto importante por considerar al momento de determinar el méto-
do de cuantificación será la naturaleza química de las hormonas dado 
que de acuerdo con su composición esta podría no ser cuantificada en 
excretas.

Para conocer y determinar el monitoreo hormonal de un organis-
mo por métodos no invasivos, es decir, el análisis hormonal a partir 
de las excretas (Valdespino et al., 2007; Busso, 2017), se debe conocer la 
ruta de excreción de las hormonas a evaluar. El cual consiste en que, 
una vez realizada su acción, por ejemplo, en el caso de las hormonas 
esteroides, son transportadas en la sangre de manera libre o unidos a 
globulinas específicas, su catabolismo se llevará a cabo principalmen-
te en hígado, para después ser eliminados con la orina o bilis como 
conjugados. En el intestino estos metabolitos tienen diversas rutas, ya 
que pueden ser reabsorbidos por la circulación enterohepática, des-
conjugados por las bacterias y ser eliminados por las heces. En gene-
ral, los metabolitos finales que aparecen en la orina son conjugados, 
mientras que en las heces existen tanto los metabolitos como la hor-
mona pura. Solo una pequeña proporción de los esteroides sanguí-
neos libres, es secretada a través de la mucosa del intestino grueso, lo 
que permite encontrar una pequeña proporción de esteroide original 
sin conjugar en la orina o en heces (Hernández-Jáuregui et al., 2005; 
Valdespino et al., 2007).

Matrices empleadas para MHNI
Como ya se mencionó, existen diversas matrices en las que se puede 
realizar la cuantificación de hormonas, principalmente las derivadas 
del colesterol, dado que estas tienen una mayor estabilidad en com-
paración con las hormonas de otro tipo de origen. A continuación, 
mencionaremos de forma breve algunos de las principales matrices 
empleadas en el MHNI.
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Heces fecales
El uso de heces fecales en el monitoreo hormonal representa una he-
rramienta muy práctica, sin embargo, requiere un manejo muy elabo-
rado, el cual iniciará conociendo el tiempo de paso gástrico. Una vez 
obtenida la muestra el proceso de extracción de las hormonas inicia 
con la eliminación de la humedad presente en la misma, esta acción 
puede realizarse por dos medios, el procedimiento más común es 
mantenerlos a temperaturas de 70°C, hasta que el peso de la muestra 
sea constante, en tanto que otra técnica pude ser la liofilización, pos-
teriormente, una vez obtenida la muestra en base seca, esta será dilui-
da en una solución de alcohol primario, ya sea etanol o metanol al 90 
o 100%, dependiendo el protocolo a seguir. Este procedimiento resulta 
una limitante para la cuantificación de hormonas polipeptídicas, dada 
su naturaleza química, porque al ser sometidas a altas temperaturas 
daría como resultado su desnaturalización. 

Al momento de obtener los resultados y realizar el diseño de los 
perfiles hormonales, es importante considerar el tiempo que las hor-
monas tardan en ser secretadas hasta su eliminación en las heces, a 
lo que se le conoce como tiempo de paso gástrico, es por ello que, al 
momento de realizar la interpretación de los resultados, se deberá de 
considerar este lapso de tiempo entre el estar en suero y en heces, 
que puede ser hasta de 12 horas (Palme, 2005). Por lo anterior, se debe 
de tomar en cuenta que el o los pulsos registrados dentro de un perfil 
pueden haberse dado horas antes de la obtención de la muestra. En 
los casos cuando no se conoce el tiempo de tránsito, lo primero que 
se deberá hacer son pruebas para determinar este parámetro, lo cual 
se logra colocando marcadores en el alimento y espera que se vean 
reflejados en las heces. Los marcadores pueden ser, colorantes de tipo 
vegetal o algunas semillas que no puedan ser fácilmente digeridas, de 
esta forma se sabrá cuanto tiempo transcurre desde que la hormona 
es secretada hasta que es eliminada y posteriormente cuantificada. 
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Orina
Los muestreos a partir de orina reflejan de manera más cercana los 
procesos que ocurren en el organismo, ya que el tiempo que puede 
pasar entre estar en sangre y ser excretado es un periodo de tiempo 
no mayor a ocho horas. Sin embargo, deberán considerarse que las de-
terminaciones obtenidas se basan en la cuantificación de los metabo-
litos como son estrona conjugada (E1G) o pregnanediol-3-glucorónico 
(PdG) (Sugianto, 2021), así como, el caso de isoformas para hormonas 
siogénicas. Por tal motivo, es necesario conocer las diversas formas en 
las cuales se pueden encontrar esos productos de desecho.

En los casos donde se utiliza la orina como matriz para la cuanti-
ficación hormonal de esteroides, los resultados deberán de tener un 
ajuste, el cual se realiza con base en la concentración de creatinina 
(Cr), por tal motivo la expresión de los resultados se realiza conside-
rando los niveles de este producto en la muestra (ejemplo: nanogra-
mo de Hormona / mg Cr). Lo anterior tiene dos objetivos, el primero 
conocer de manera indirecta la función renal, evitando un sesgo por 
efecto de diuresis; en tanto, la segunda está enfocada a determinar 
que la muestra no esté diluida, dado que, en la mayoría de las ocasio-
nes son recolectadas del piso, teniendo el riesgo de estar diluidas o en 
su defecto se puede recolectar agua al no tener identificados los luga-
res donde los organismos orinan o tener problemas para identificar la 
orina de agua.

La cuantificación de la Cr se realiza a través de una prueba colori-
métrica, cuyo fundamento se basa en la interacción de la creatinina 
con el ácido pícrico en un medio alcalino. Dicha reacción provocará 
la formación de picratos generando una coloración naranja a marrón 
de la sustancia donde se está llevando a cabo esta interacción (Miller, 
2004). Es importante mencionar que los resultados de las muestras 
cuya concentración de creatinina sea inferior a 0.100 mg de Cr/Ml se-
rán considerados como no diagnósticas, dado que están demasiado 
diluidas, provocando sub o sobreestimando de la concentración real.
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Saliva
La cuantificación de hormonas en saliva proporciona una alternati-
va útil dentro de los métodos no invasivos, ya que es un reflejo de 
las concentraciones de hormonas libres en suero, esto debido a su 
disposición anatómica, la cual permite el paso de estos mediadores 
químicos de la sangre a la saliva (Sheriff, 2011), sin embargo, tienen 
como desventaja que los ejemplares deben condicionarse de mane-
ra voluntaria con los dispositivos diseñados para la recolección de la 
muestra, los cuales deberán estar adaptados a la especie en la cual se 
desarrollará el estudio (Montgomery, 2022). Es por esto último que su 
aplicación como método no invasivo puede ser cuestionado, al tener 
una interacción directa con los organismos, dando como resultado un 
grado de invasión, lo que puede modificar sus conductas e incluso los 
resultados obtenidos dentro de la cuantificación. 

Pelo y lana
La cuantificación hormonal a partir de estos tipos de matrices está in-
dicada para un análisis retrospectivo con intervalos de tiempo a largo 
plazo, los cuales van desde días hasta semanas o meses. La principal 
consideración al momento de realizar la determinación de las con-
centraciones hormonales a partir de este tipo de muestras es conocer 
la tasa de crecimiento de la matriz, ya sea el pelo o lana (Carlitz, 2014). 
Para realizar un comparativo de los niveles hormonales, tanto intra 
como inter individuo la obtención de la muestra deberá hacerse de la 
misma región del cuerpo (Bartling-John, 2021), ya que cada región del 
cuerpo presenta un crecimiento diferente. La determinación de la tasa 
de crecimiento del pelo se logra afeitando la zona del cuerpo de donde 
se hará el estudio, después de un tiempo determinado y de acuerdo 
con el protocolo de estudio se volverá a rasurar la zona para establecer 
la longitud de crecimiento. Los resultados obtenidos en una región del 
cuerpo no podrán ser extrapolados el crecimiento de otras zonas.
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Escamas
En el caso de los reptiles, una matriz que puede ser utilizada son las 
escamas, donde se utilizan las mudas, producto del cambio de la 
epidermis asociado al crecimiento del ejemplar, este cambio está in-
fluenciado por diversos factores como la nutrición, el manejo rutina-
rio, exposición a factores ambientales, sexo, etapa fisiológica, entre 
otros (Berkvens, 2013). La cantidad de hormonas determinada por este 
medio es el resultado de la acumulación generada desde que inició la 
muda hasta que se desprendió.

Tanto el pelo, lana y escamas son muestras es muy fácil de conser-
var y la concentración hormonal prácticamente no se ve afectada por 
las variaciones ambientales o intrínsecas de la muestra. Sin embargo, 
al igual que en las muestras fecales, se deberá realizar un proceso de 
extracción para obtener las hormonas, por lo que la concentración de 
éstas puede variar según el protocolo de extracción a ser utilizado. 

Métodos de cuantificación hormonal 
Existen diversos métodos para la cuantificación hormonal, los cuales 
se basan en la reacción antígeno-anticuerpo (Ag-Ac), donde alguno de 
ellos está unido a un agente (isotopo, enzima, biotina, etc.) que permi-
tirá la determinación y cuantificación de una hormona en específico. 
Los principales inmunoensayos son: RadioImnuno siogén (RIA) este 
es un método que se basa en la reacción antígeno-anticuerpo, el cual 
estará marcado con un isótopo (Ardila, E.); el Enzimoinmuno Análisis 
(EIA) o el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), por sus 
siglas en inglés, se caracterizan por hacer uso de enzimas unidas a 
uno de los reactivos (Ag o Ac) para permitir la cuantificación a tra-
vés de la colorimetría (Crowther, 2012). Otra prueba es la Quimiolu-
miniscencia, en este caso el fundamento se basa en el uso sustancias 
quimioluminiscentes como marcadores para la producción química 
de luz, la cual podrá ser cuantificada para determinar la cantidad de 
hormona presente en una muestra. 
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El uso de los métodos mencionados, así como otros que también 
se emplean para la cuantificación hormonal, pueden tener una inter-
ferencia directa en las concentraciones obtenidas (Prasad, 2019), por 
tal motivo, al momento de comparar los resultados obtenidos en un 
ejemplar, estos datos deberán ser comparados con ensayos similares 
a los que se estén empleando. 

Las variaciones en la correlación y el sesgo proporcional entre los 
kits probablemente se explican porque los diferentes anticuerpos en 
los ensayos reaccionan de forma cruzada con otras sustancias, ade-
más, los diferentes anticuerpos pueden reaccionar de manera distinta 
a los factores propios de la matriz empleada o incluso asociados a los 
tiempos de almacenamiento (Amaral, 2010; Anderson, 2017).

Clasificación química de las hormonas
De manera muy breve se mencionarán las clasificaciones químicas de 
las principales hormonas que intervienen en los procesos reproduc-
tivos, ya que éstas tienen diferentes orígenes, lo que les confiere un 
aspecto fisicoquímico de suma importancia al momento de su cuanti-
ficación. Dichas características permitirán definir si son candidatas a 
una cuantificación no invasiva, así como la metodología más adecua-
da para su determinación. 

Polipeptídicas: Son cadenas de aminoácidos que de acuerdo con 
su estructura podrán se llamadas polipéptidos o proteínas, estas últi-
mas son cadenas de aminoácidos largas con una estructura tridimen-
sional. Además, en este grupo se encuentran incluidos las glicopro-
teínas, que son proteínas que tienen carbohidratos unidos a algunos 
aminoácidos. Estas hormonas son termolábiles, es decir, no resisten 
temperaturas altas, así como los cambios de pH, ya que estos cambios 
repercuten directamente en su estructura, a lo que se conoce como 
desnaturalización (Rangel, 2018). 

Aminas: son las hormonas más simples, derivan de aminoácidos, 
como la tirosina que da origen a las catecolaminas (ejemplo: adrena-
lina o epinefrina y noradrenalina o norepinefrina). Mientras que las 
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indolamidas provienen del triptófano y dan origen a la serotonina y 
melatonina (Rangel, 2018) Finalmente la histamina que deriva de la 
histidina. 

Prostaglandinas: en este grupo se encuentran las prostaglandinas 
(PG), los leucotrienos y tromboxanos que son eicosanoides derivados 
de ácidos grasos poliinsaturados, siendo el ácido araquidónico el pre-
cursor más importante (Rangel, 2018).

Esteroides: son hormonas sintetizadas a partir del colesterol, po-
seen una estructura de cuatro anillos (tres hexanos y uno pentano). Su 
estructura cíclica les confiere una gran estabilidad, incluso a tempera-
turas extremas, lo que se conoce como termoestabilidad. Debido a su 
carácter poco polar, son considerados como liposolubles, permitién-
doles atravesar membranas celulares por difusión simple, logrando 
activar receptores a nivel intracelular (Rangel, 2018). 

Con base en las características químicas de las hormonas antes 
mencionadas, todas aquellas hormonas que sean sensibles a las va-
riaciones de temperatura deberán ser cuantificadas por matrices que 
no requieran procesos de extracción de hormonas a base de incre-
mentos de temperatura, dado que podrán ser desnaturalizadas y por 
ende subcuantificadas, en el mejor de los casos. 

Aplicaciones del monitoreo hormonal  
no invasivo 
El uso del monitoreo hormonal no invasivo, principalmente a partir 
de muestras fecales y orina, es una herramienta con la que se puede 
conocer la fisiología de los ejemplares de fauna silvestre bajo cuidado 
humano, con esta herramienta se podrán determinar las fases pro-
gestacional o estrogénica del ciclo estral, así como la determinación 
de la estacionalidad reproductiva, la cual en algunos casos se ha visto 
modificada en algunos ejemplares bajo cuidado humano, permitiendo 
el desarrollo y optimización de la biotecnologías reproductivas con 
las que se contribuirá a la conservación de especies, incrementando 
de manera controlada los grupos que se encuentran en instituciones 
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zoológicas, contribuyendo con la variabilidad genética y fortaleciendo 
los programas de conservación. 

El desarrollo de parámetros de referencia a partir de MHNI puede 
servir para la identificación de ejemplares gestantes e incluso hacer 
diferencias con ejemplares que pudieran presentar una pseudoges-
tación, así como la presencia de patologías, principalmente de tipo 
reproductivo, permitiendo la toma oportuna de decisiones y, por ende, 
la implementación de medidas que favorezcan el cuidado íntegro de 
los ejemplares, minimizando su manejo en la toma de muestras. 

Por otra parte, actualmente las instituciones zoológicas emplean 
métodos contraceptivos para controlar la densidad poblacional de los 
grupos de ejemplares que mantiene bajo su cuidado, muchos de estos 
tratamientos tienen como base la administración de hormonas este-
roides, las cuales administradas por tiempos prolongados pueden ge-
nerar desbalances endocrinológicos en los ejemplares donde se estén 
empleando, dado que actualmente aún hay un déficit de información 
de los procesos fisiológicos de los ejemplares de fauna silvestre, por lo 
que se pueden ocasionar alteraciones hormonales que afecten direc-
tamente la salud de los individuos, principalmente el tracto reproduc-
tor, comprometiendo el retorno a la actividad cíclica que permita una 
posterior reproducción de dichos ejemplares. Con la implementación 
de un MHNI durante el tiempo del tratamiento contraceptivo se podrá 
inferir de manera oportuna la presentación de las posibles alteracio-
nes que comprometan la integridad del ejemplar o determinar el éxito 
del tratamiento. 

A manera de conclusión podemos decir que, el uso del MHNI es 
una herramienta valiosa para la recopilación de información relacio-
nada a aspectos reproductivos, haciendo uso de la cuantificación de 
metabolitos excretados en orina, heces o algún otro tipo de matriz, 
dependiendo del analito a cuantificar. Asimismo, es importante con-
siderar el tipo de método de cuantificación y las variaciones propias 
del mismo. Una vez estandarizados y establecidos los niveles de re-
ferencia, estos datos pueden ser de utilidad para su implementación 
en ejemplares que se encuentren en vida libre, los que podrían ser 
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candidatos para algún proceso de biotecnología reproductiva o sim-
plemente conocer su estado fisiológico, así como si cursan con algún 
proceso patológico. 
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Resumen
Dentro de las especies domésticas con mayor importancia económica 
se encuentran los ovinos, esto se debe a su adaptabilidad a diferen-
tes regiones geográficas con climas extremos, así como también a las 
diferentes bondades que tiene, como su fácil manejo y su gestación 
relativamente corta en comparación con otras especies de interés 
zootécnico. Los ovinos son una especie poliéstrica estacional, es de-
cir que tienen varios ciclos reproductivos durante las estaciones de 
otoño-invierno, el tamaño de la camada suele ser de uno a dos cor-
deros, en algunas razas hasta de tres, ante esta situación las técnicas 
de reproducción asistida ofrecen el aprovechamiento del potencial re-
productivo de los ejemplares de genética valiosa. Entre estas técnicas 
encontramos la inseminación artificial, la sincronización de estros, la 
superovulación, la producción in vitro de embriones por fertilización 
in vitro y clonación. La producción in vitro de embriones clones con-
templa la separación de blastómeros y la bipartición de embriones 
obtenidos in vivo o por FIV con la finalidad de generar gemelos homo-
cigóticos. También se generan a partir de la transferencia nuclear de 
células somáticas (TNCS), inicialmente se emplearon diferentes tipos 
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2 Departamento de Biología de la Reproducción, División de Ciencias Biológicas y de la Salud, Uni-

versidad Autónoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco 186, Col Vicentina, 
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de células embrionarias tales como blastómeros de embriones de dos 
células, mórulas y células de la masa celular interna. A partir de estos 
experimentos se obtuvieron corderos recién nacidos, el más relevante 
de ellos fue la oveja Dolly que se obtuvo a partir de células somáticas 
de glándula mamaria en el año de 1997, desde entonces se han reali-
zado modificaciones sobre todo en aspectos técnicos para mejorar la 
eficiencia de la TNCS, actualmente la eficiencia de embriones en etapa 
de blastocisto oscila entre el 5.3 al 42%, una vez que son transferidos a 
hembras receptoras y el porcentaje que logra finalizar con un cordero 
recién nacido es del 5.3 al 15%. Esta baja eficiencia se debe principal-
mente a aspectos extrínsecos e intrínsecos a la técnica de clonación 
que van desde una ineficiente reprogramación de la célula somáti-
ca, un limitado potencial de reprogramación por parte del ovocito, a 
la técnica en sí misma que involucra una serie de pasos traumáticos 
para las células y finalmente a los ineficientes sistemas de cultivo in 
vitro de embriones.

Palabras clave: TNCS, Ovinos, Eficiencia, Desarrollo embrionario, Re-
programación nuclear

Introducción
Los ovinos están dentro de las cinco especies domésticas de mayor 
importancia económica a nivel mundial, se encuentran ampliamente 
distribuidos en diferentes regiones geográficas del planeta debido a 
su gran adaptabilidad a diversas condiciones climáticas (FAO, 2010). A 
partir de la domesticación de los ovinos hace 9000 años en el medio 
oriente, han surgido una gran variedad de razas, de las cuales se tiene 
el registro de aproximadamente 1400 razas, entre las que destacan, 
Suffolk, Merino, Texel, Corriedale, Barbados Black Belly, entre otras 
(Romanov et al., 2021). En la Figura 1 se muestran los principales países 
con mayor producción durante el año 2020, en 1º lugar se encuentra 
China con 173, 095, 534 ovinos, mientras en la 15º posición tenemos 
a Kenya con 25,345, 927 individuos. México no figura en la lista de los 
15 primeros lugares, sino que se ubica en la posición número 38º con 
8,725,882 cabezas de ganado (FAOSTAT).
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Figura 1. Países con mayor producción de ovinos durante el año 2020. Gráfico: 
Roberto Vázquez.

En México la crianza de ovinos se realiza en gran medida bajo un sis-
tema extensivo, es decir, que su alimentación se basa en el pastoreo. 
La producción anual de ovinos en México fue de 8,7 millones para el 
2019, los principales estados productores de carne fueron el Estado de 
México, Hidalgo, Veracruz, Zacatecas, Jalisco y Puebla (Bobadilla-Soto 
et al., 2021). Como podemos observar tanto en México como a nivel 
mundial los ovinos tienen una importancia económica relevante, so-
bre todo en aquellos países con climas extremos donde otras especies 
domésticas no se podrían adaptar fácilmente.

Los ovinos presentan algunas ventajas en comparación con otras 
especies de interés zootécnico, por ejemplo, su tamaño mediano faci-
lita su manejo en los sistemas de producción, así como su periodo de 
gestación que es relativamente corto (150 días) en comparación con 
otros rumiantes (Loi et al., 2013).  
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Figura 2. Los ovinos como modelo de investigación biomédica mediante 
edición genética. Tomado de Kalds et al., 2019.

Los ovinos son una especie doméstica que no solamente tiene impor-
tancia a nivel agropecuario, en el contexto del desarrollo de la tecno-
logía de los sistemas CRISPR/CAS9 (del inglés repeats, clustered, short, 
palindromic, regularly interspaced/CRISPR associated 9) se han utili-
zado para generar diferentes modelos en ovinos y cabras (Figura 2). 
En la revisión realizada por Kalds et al. (2019), se describe la genera-
ción de diferentes ovinos editados genéticamente mediante la tecno-
logía CRISPR/CAS9, entre los que se puede mencionar el incremento 
del peso corporal y la aceleración de la tasa de crecimiento, cuyo gen 
blanco para este fin es la miostatina (MSTN), éste fue aplicado por 
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primera vez en los ovinos. Otros modelos se han enfocado en la pro-
ducción de fibras, en este caso se han buscado genes relacionados con 
la cantidad y la calidad de la lana, por ejemplo, el gen FGF5 (Fibroblats 
growth factor 5) que funciona como un inhibidor del crecimiento y 
el largo de la lana. También se han realizado manipulaciones en los 
componentes de la leche, cuya finalidad es enriquecerla con determi-
nadas proteínas, como es el caso de la melatonina. En cuanto al me-
joramiento al desempeño reproductivo que es un aspecto importante 
en los sistemas ganaderos, se ha observado que determinados genes 
están asociados tanto con la tasa ovulatoria como con el tamaño de la 
camada, unos de los genes candidatos es el GDF9 (Growth differentia-
tion factor 9). Estos son algunos ejemplos, sin embargo, existen más 
modelos de investigación para el estudio de enfermedades humanas 
como la fibrosis quística, la generación de individuos resistentes a de-
terminadas enfermedades, entre otros (Kalds et al., 2019).

Dada la importancia de los ovinos en diferentes áreas productiva y 
de investigación, es importante su manejo reproductivo, para facilitar 
la reproducción y propagación de determinados individuos, aprove-
chando al máximo su potencial reproductivo durante su vida útil, para 
este fin se han empleado diferentes técnicas de reproducción asistida, 
entre las que podemos mencionar a la inseminación artificial (IA), la 
cual se realiza a nivel de vagina, cérvix y por laparoscopía intrauteri-
na, siendo esta última con la que se obtienen mejores tasas de fertili-
zación (64%) a partir de semen congelado (Álvarez et al., 2019). 

Por otra parte, se encuentra la producción in vitro de embriones, 
los cuales se generan a partir de ovocitos de ovarios provenientes de 
ovejas post mortem o in vivo por LOPU (laparoscopic ovum pick-up), 
madurados in vitro (MIV) con un medio base como el TCM-199, suple-
mentado con gonadotropinas (FSH y LH), cisteína, estradiol y suero de 
oveja en estro como fuente de proteína (Mechaca et al., 2016).

Para la fertilización in vitro (FIV), los espermatozoides se seleccio-
nan por las técnicas de swim-up o centrifugación con gradientes dis-
continuos de Percoll, el medio frecuente que se emplea es el SOF (syn-
thetic oviduct fluid), suplementado con heparina, hipotaurina y suero 
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de oveja en estro (Mechaca et al., 2016; Paramino e Izquierdo, 2016). 
Para el desarrollo embrionario, los cigotos se cultivan en medio SOF 
suplementado con suero de vaca o albumina sérica bovina durante 6 
a 7 días, tiempo en el cual los embriones alcanzan la etapa de blasto-
cisto (Mechaca et al., 2016). 

Entre la producción in vitro de embriones de ovino, también está la 
clonación de embriones, la cual se puede abordar desde dos puntos de 
vista distintos pero que buscan la misma finalidad; la primera es una 
perspectiva horizontal, la cual involucra a las técnicas de separación 
de blastómeros y la bipartición de embriones, en donde a partir de 
un solo embrión obtenido in vivo o por FIV se generan dos o más em-
briones y cada uno poseé la misma información genética, generando 
de esta manera gemelos monocigóticos; por otra parte, la visión hori-
zontal hace referencia a la transferencia nuclear de células somáticas 
(TNCS), básicamente consiste en que a partir de un cultivo de células 
somáticas del individuo a clonar se tomará la información genética, a 
esta célula donadora se le denomina carioplasto; el núcleo del cario-
plasto es insertado en un ovocito desprovisto de su núcleo que servirá 
como receptáculo citoplasmático, por lo tanto se le llama citoplasto, 
la unión entre el citoplasto y el carioplasto puede ser mediante fusión 
celular y para dar inicio a la segmentación se realiza una activación 
con estímulos eléctricos, químicos, mecánicos o una combinación de 
éstas. Una vez que se desarrolla el embrión clon, se transfiere a una 
hembra receptora para su implantación, gestación y finalmente el 
nacimiento de un cordero clon recién nacido, que es genéticamente 
idéntico al individuo de donde se obtuvieron las células somáticas (Fi-
gura 3) (Navarro-Maldonado et al., 2003).
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Figura 3. Proceso de la transferencia nuclear de células somáticas en ovinos, 
Tomado de Vázquez-Avendaño et al., 2022.

Los primeros ensayos de transferencia nuclear se llevaron a cabo 
en anfibios, posteriormente se extrapolaron a mamíferos, específi-
camente en ovinos, en donde se emplearon como células donadoras 
de información genética; blastómeros de embriones tempranos, así 
como también una línea celular derivada de la masa celular interna 
de un blastocisto, en ambos casos los embriones clones finalizaron 
con el nacimiento de crías recién nacidas (Willadsen, 1986; Campbell 
et al., 1996). Sin embargo, las células embrionarias son pluripotentes 
y poco diferenciadas, por lo cual, el reto era investigar si las células 
somáticas terminalmente diferenciadas serían capaces de generar 
embriones que finalizaran con corderos recién nacidos. La respuesta 
a esta pregunta fue el nacimiento de la oveja Dolly, en 1997, la cual se 
genera a partir de una célula epitelial de glándula mamaria. Con este 
acontecimiento se demostró que las células somáticas no pierden su 
información genética durante el proceso de diferenciación, sino que 
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es silenciado y pueden volverse a activar bajo determinadas condicio-
nes (Figura 4) (Willmut et al., 1997). 

Una revisión en la base de datos de Web of Science dio como resulta-
do 124 artículos sobre reproducción de ovinos mediante TNCS (Figura 
3), de los cuales 118 son artículos de investigación y los restantes 6 
son artículos de revisión. Como se puede observar en la Figura 3, el 
incremento en la publicación de artículos ha fluctuado de uno a doce 
artículos desde la publicación del nacimiento de la oveja Dolly, con un 
promedio de cinco publicaciones por año. El año con mayor número 
de publicaciones fue el 2013 (Vázquez-Avendaño et al., 2023).

Separación de blastómeros
Transferencia de  

blastómeros

Figura 4. Transferencia nuclear a partir de células embrionarias y somáticas. 
Gráfico: Roberto Vázquez.
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Figura 5. Publicaciones científicas sobre reproducción de ovinos mediante 
TNCS. Tomado de Vázquez-Avendaño et al., 2023.

No obstante, el proceso de TNCS es muy ineficiente para todas las es-
pecies en general, en el caso particular de los ovinos, como se puede 
observar en la Tabla 1, se ha reportado del 5.3 al 42% de embriones en 
etapa de blastocisto, mientras que en la Tabla 2, la eficiencia de los 
embriones que son transferidos y que finalizan con el nacimiento de 
corderos es del 5.3 al 15% (Vazquez et al., 2022). Este fenómeno se debe 
en parte a cuatro diferentes factores: el bajo potencial de reprogra-
mación de los ovocitos utilizados como citoplastos, la resistencia a la 
reprogramación por parte de las células somáticas empleadas como 
carioplastos, al traumatismo que pueden sufrir las células durante el 
proceso de manipulación y a las condiciones de cultivo in vitro durante 
el desarrollo embrionario (Simmet et al., 2021).
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Para mejorar el estado epigenético de los embriones clones se han 
empleado diferentes moléculas que funcionan como reguladores epi-
genéticos tales como scriptaid, zebularina, KDM4, chaetocina así como 
también la vitamina C, que aparte de servir como un antioxidante tie-
ne un efecto de regulación epigenética. Algunas de estas moléculas 
se han utilizado directamente en el cultivo de las células somáticas, 
durante el desarrollo embrionario, o ambos. Sin embargo, se debe te-
ner en consideración la concentración que se emplea porque se puede 
generar un efecto negativo (Tabla 1) (Vázquez et al., 2022).

También se han seguido estrategias mediante el uso de extractos 
de huevos de anfibios para reprogramar el núcleo de las células somá-
ticas previo al proceso de clonación, lo cual ha dado como resultado 
un 14.7% de embriones que finalizaron con el nacimiento de corderos, 
sin embargo, no todos lograron llegar a la etapa adulta (Rathbone et 
al., 2010).

Por otra parte, se ha utilizado la agregación de mórulas previo a la 
compactación de éstas, si bien no hay diferencias estadísticamente 
significativas entre los blastocistos originados a partir de una o dos 
mórulas, si se observa un efecto positivo en la sobrevivencia de los 
blastocistos después de un proceso de vitrificación que se ve reflejado 
en el aumento del porcentaje de corderos clones obtenidos de embrio-
nes vitrificados (McLean et al., 2021).
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La aplicación de la TNCS en ovinos se centra en tres puntos princi-
pales, la clonación de animales con genética de alto valor comercial, 
la conservación de ovinos salvajes en peligro de extinción y la gene-
ración de ovinos modificados genéticamente para la investigación 
biomédica en la producción de proteínas, vacunas, modelos animales 
para el estudio de enfermedades humanas, etc.

La transferencia nuclear de células somáticas implica una serie de 
pasos desde la obtención de células somáticas y ovocitos hasta el cul-
tivo in vitro de embriones clonados, gran parte de los estudios se ha 
centrado en mejorar aspectos técnicos en cada uno de estos pasos, 
con el fin de hacer más sencilla y eficiente a la técnica (Hosseini et al., 
Lagutina et al., 2007; 2013; Vajta et al., 2001). Esto solo ha solucionado 
una parte de los problemas de TNCS, ya que la principal limitación es 
la reprogramación nuclear de la célula somática, en el caso particular 
de las ovejas se presentan problemas epigenéticos en la línea celular 
del trofectodermo (Beaujean et al., 2004), lo que resulta en la formación 
de una placenta disfuncional, que compromete la viabilidad del feto 
(Ni et al., 2016). En este punto intervienen factores intrínsecos tanto 
en las células somáticas como en los ovocitos, parte de la literatura se 
ha centrado en este aspecto, por ejemplo, se han analizado diferentes 
tipos celulares en función de su edad (Heidari et al., 2010) o grado de 
diferenciación (Zhao et al., 2020). Por otro lado, se ha analizado el po-
tencial de reprogramación de ovocitos obtenidos de diferentes fuentes 
como hembras in vivo o post mortem. También, muchos estudios se ha 
centrado en analizar el efecto de diferentes componentes químicos 
que funcionan como reguladores epigenéticos durante el cultivo de 
células somáticas o clones de embriones (Tabla 1). Finalmente, existen 
pocos estudios que eluciden los mecanismos involucrados en TNCS.
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CAPÍTULO 9
Uso potencial de Nanopartículas  

en la Producción Animal

Patricia Rodríguez Santillán1

Resumen
La nanotecnología es una ciencia muy interesante, que “nano” de 
νάνος significa enano, techné es la técnica o habilidad, y logos, su es-
tudio, donde un nanómetro equivale a una milmillonésima parte de 
un metro (10-9 metros). Los nanomateriales pueden medir de 1–100 nm 
y siguen transformándose (Sahani and Sharma, 2020). En el área de la 
salud, la Bionanotecnología ofrece grandes alternativas, como mejorar 
las formulaciones de nanopartículas (Nano-moléculas). Estas molécu-
las bioactivas pueden ser: antioxidantes, vitaminas, minerales, entre 
otros. Este tamaño Nano proporciona la liberación de forma controla-
da y prolongada en el tiempo, y dirigida a un determinado sitio espe-
cífico del organismo, bajo ciertas condiciones (Wandrey et al., 2009). 
En ganado bovino, algunos estudios afirman que las alteraciones en 
la reproducción se asociaron con una mayor producción de especies 
reactivas de oxígeno (ERO) en espermatozoides y ovocitos provocando 
una disfunción mitocondrial y en sus membranas. Por lo que el uso de 
la Nanobioingeniería en problemas de estrés oxidativo traerá consigo 
importantes descubrimientos y aplicaciones en la salud de las células, 
como los espermatozoides y ovocitos bovinos. En esta investigación, 
se utiliza la Bionanotecnología para prevenir el daño, causado por las 
ROS, sabiendo que no todas las moléculas donadoras de electrones 
(antioxidantes) ingresan fácilmente a la célula. El uso de curcumina 
en su estado natural tiene una baja tasa de biodisponibilidad, se meta-
boliza y elimina rápidamente, en forma nano, no trae esos problemas 

1 Departamento de Alimentos y Nanotecnología. E mail: rsantillan.dra712@gmail.com, Centro de In-
vestigación en Biotecnología y Nanotecnología (CIByN) UANL, Ciudad Apodaca, Nuevo León, México. 
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(Sureshbabu et al., 2023). Se evaluó la citotoxicidad de Nanopartículas 
antioxidantes (NPs) (Curcumina 20 nm) en semen fresco “in situ”, así 
como “in ovo” en embriones de pollo, con 5 concentraciones diferentes 
(1, 5, 10, 50, 100μg), donde la viabilidad no se vio afectada significati-
vamente a ninguna concentración, por lo que la concentración cito-
tóxica al 50 % se estimó por encima de 1000 NPs en 0.2 mL. Ningún 
embrión mostró daño en su apariencia, tamaño, ni a nivel histológico. 
En cuanto al efecto antioxidante, se evaluó “in situ” en espermatozoi-
des bovinos frescos, el porcentaje de espermatozoides con motilidad 
progresiva a las 0 y 2 h post-descongelación y el vigor espermático. 
Se utilizaron 5 diluciones de NPs en el diluyente: 1, 5, 10, 50, 100 ml/lt, 
más un grupo control. A las cero horas se observó una diferencia signi-
ficativa entre el grupo control y los demás tratamientos, observándose 
mayor motilidad en el grupo de 5 ml/lt de diluyente con NPs. Y en 
semen post-descongelado, las muestras tratadas con 5 ml/lt de dilu-
yente con NPs presentaron una motilidad progresiva del 60% a las 0 hr 
del 55% a las 2 horas post-descongelado. Esta actividad antioxidante a 
dosis no citotóxicas permite considerar que el uso de NPs antioxidan-
tes de origen natural (Curcumina) permitiría obtener espermatozoi-
des más viables y sanos para ser utilizados con éxito en Inseminación 
Artificial (IA). La adición o suplementación de antioxidantes en su for-
ma Nano podría contribuir a mejorar significativamente la viabilidad 
de las células reproductivas en bovinos.

Palabras clave: bionanotecnología, antioxidantes, cúrcuma, reproduc-
ción asistida, espermatozoides.

Introducción

Qué es la Nanotecnología

Nanotecnología es una ciencia nueva que está ganando terreno en 
todos los ámbitos, su etimología nos muestra que “nano” de νάνος 
significa enano, y corresponde a un factor 10-9 , aplicado a las unidades 
de longitud, un nanómetro equivale a una mil millonésima parte de 
un metro (10-9 metros), techné es la técnica o habilidad, y logos, su es-
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tudio. Es entonces que la Nanotecnología se define como el estudio de 
la manipulación de partículas con dimensiones inferiores a una micra 
(McClements et al., 2009).

La Nanotecnología es el estudio, diseño, síntesis, caracterización 
y aplicación de materiales (nanopartículas) y dispositivos que tienen 
su organización funcional en la escala de los nanómetros (nm), en un 
rango que puede variar desde pocos nanómetros hasta los 100 nm. 
(Sahani and Sharma, 2020).  Sólo por comparar, tenemos que un eri-
trocito mide 10,000 nm, una bacteria mide 1000 nm, un virus 100 nm, 
una proteína 5-50 nm y el átomo 0.1nm (Cintas, 2006). 

La unión de la Biotecnología con la nanotecnología se ha denomi-
nado Bionanotecnología que consiste en aplicar todas las técnicas y 
los nanomateriales que ofrece la nanotecnología y así poder potencia-
lizar los alcances de la Biotecnología (Delgado, 2007).

La nanotecnología, es considerada como el arte de manipular la 
materia, átomo por átomo, esto debido a que la materia a nanoescala, 
(entre 1 y 100 nm) se rige bajo las leyes de la Mecánica Cuántica por lo 
que sus propiedades serán totalmente distintas a las que presenta en 
su dimensión macro, estas nuevas propiedades son las de mayor inte-
rés para  los científicos, creando nuevos materiales (nanomateriales) 
o  dispositivos nanotecnológicos, por esto la Nanotecnología promete 
soluciones a múltiples problemas que enfrenta actualmente la huma-
nidad, como problemas ambientales, energéticos, de salud (nanome-
dicina), etc., sin embargo, como toda nueva tecnología, si son mal uti-
lizadas  pueden generar riesgos y peligros (Coppo, 2009).

Uso de la Nanotecnología

La nanotecnología tiene incalculables aplicaciones en diversas áreas: in-
geniería, electrónica, medicina, industria farmacéutica, construcción y 
medio ambiente, entre otras. Un uso importante puede evidenciarse en 
el tratamiento del cáncer y la diabetes, otro uso son nanosistemas para 
la liberación de fármacos, membranas para el tratamiento del agua, pin-
turas especiales; vidrios y telas que repelen agua y suciedad y otros usos 
que ya se comienzan a ver en la vida diaria (Romig et al., 2007).
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Necesidades en Medicina Veterinaria, para la 
reproducción y conservación de las especies
Ahora, en el campo Veterinario en general, la aplicación de la nano-
tecnología, podría ayudar en resolver problemas difíciles y diversos 
como la detección temprana de patologías, tratamiento y seguimien-
to, a partir del empleo de nano-sistemas orientados al diagnóstico y 
el tratamiento localizado. La nanotecnología puede ayudar en el diag-
nóstico de enfermedades, en el sistema de administración de fárma-
cos, para el tratamiento de enfermedades, en la cría de animales, en 
productos pecuarios, en productos cárnicos, en la seguridad alimenta-
ria y por supuesto, en la Reproducción Animal (Tomalia, 2005). 

Al hablar de reproducción, específicamente reproducción asistida, 
un tema de gran importancia es la criopreservación de tejidos gona-
dales, espermatozoides, ovocitos, y embriones, tema que ha sido obje-
to de nuevos trabajos de investigación en reproducción animal. La in-
seminación artificial es utilizada en prácticamente todos los sectores 
pecuarios. Sin embargo, en producción bovina, esta técnica presenta 
desventajas considerables en la supervivencia espermática y por ende 
sobre las tasas de fecundación y fertilidad. En los espermatozoides se 
ha mencionado que una generación excesiva de ERO, se correlacionan 
con problemas en la funcionalidad espermática (movilidad, daño a la 
mitocondria y al ADN), sin embargo, producidas en cantidades ade-
cuadas, se vinculan con aspectos de señalización celular y capacidad 
fertilizante (Rivlin, 2004).

Como trabaja la Bionanotecnología
Con los llamados “nanomateriales” que son las estructuras creadas 
por la investigación nanotecnológica, cuyo tamaño oscila entre 1 y 
100nm y para comprender todo el potencial que tiene este nanoma-
terial, es fundamental saber que las propiedades físicas y químicas 
cambian, la conductividad eléctrica, el calor, la resistencia, la reacti-
vidad y la elasticidad se comportan de manera diferente que en los 
mismos elementos a mayor escala. Al emplear la nanotecnología me-
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diante nanopartículas (NPs), que pueden ser nanotubos de carbono, 
puntos cuánticos, liposomas, polímeros etc. en el diagnóstico y trata-
miento de enfermedades es de suma interés (Feneque, 2009). 

La bionanotecnología es prometedora para la medicación y la nu-
trición, porque los nanomateriales exhiben propiedades novedosas 
y diferentes a las de un átomo aislado y material en masa, esto es, 
porque las nanopartículas presentan un mayor volumen superficial 
con tamaño decreciente de la partícula, presentando además propie-
dades químicas, físicas, fotoelectroquímicas y electrónicas únicas en 
comparación con sus respectivos materiales a granel. Por lo que estas 
nanopartículas aventajan a las micropartículas por ofrecer mayor so-
lubilidad y disponibilidad. El comportamiento de las nanopartículas 
es en función a su tamaño, forma y reactividad superficial con el teji-
do circundante. Mientras más pequeña es una partícula, mayor es la 
relación de área de superficie a volumen y cuanto mayor sea su reac-
tividad química y actividad biológica. El suministro de nanofarmacos 
o nanominerales o nanoantioxidantes biológicamente más activos, 
debido a su área superficial muy grande aumentando su biodisponibi-
lidad (Sahani and Sharma, 2020). 

Algunas de las ventajas al utilizar estos nanosistemas es que au-
mentamos la posibilidad de suministrar fármacos, alimentos o me-
tabolitos de interés como antioxidantes, de manera localizada o di-
rigida, hacia un cierto tejido de interés. Protegerlo de la degradación 
enzimática. Evitar la inactivación (antioxidantes, vitaminas, etc). Evi-
tar la oxidación (hormonas esteroideas). Evitar la hidrolisis (Hormo-
nas gonadotrópicas) (Wang et al., 2007).

Bionanotecnología en nutrición animal 
En la producción animal, el hablar de fallas reproductivas en machos 
y hembras, los factores nutricionales (excesos o carencias) son de ma-
yor importancia, ya que afectan generalmente a todo el hato, esto se 
traduce en que el sistema digestivo y hepático no pueden  aportar 
la energía suficiente para el mantenimiento, crecimiento y desarro-
llo de estructuras involucradas en los procesos reproductivos, por lo 
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que urge el desarrollo de nanopartículas o liposomas nanométricos 
capaces de tener una liberación sostenida, nanosistemas de molécu-
las, incluyendo hormonas, vitaminas, antibióticos, antioxidantes, que 
tengan esa biodisponibilidad para ser aprovechado por el animal, los 
problemas reproductivos de tipo individual pasan a segundo plano, 
cuando el problema es que no se cubre los requerimientos nutriciona-
les (Chen et al., 2008).

Se sabe que, además de la materia seca, la energía y la proteína 
(también son causa de problemas reproductivos muy importantes), 
los minerales, vitaminas y antioxidantes, flavonoides y biomoléculas 
son elementos de la dieta que no podemos subestimar ya que inter-
vienen en funciones fisiológicas que directamente o indirectamente 
pueden afectar el proceso reproductivo (Mahan et al., 1999).

Una buena suplementación con macro y minerales en la dieta del 
animal es esencial, sin embargo debemos contemplar un detalle, la 
biodisponibilidad que tiene el mineral.  La biodisponibilidad de un mi-
neral en una fuente particular se determina en relación con su dis-
ponibilidad funcional de una fuente estándar. El uso de una fuente 
estándar permite la expresión de la biodisponibilidad en términos de 
disponibilidad biológica relativa (Chen et al., 2006).

Esta biodisponibilidad se ve afectada por muchos factores, desde 
la especie animal (rumiante o no rumiante), el estado fisiológico (ges-
tación, lactancia, parto), la nutrición previa, las interacciones con los 
nutrientes e ingredientes de la dieta, la elección de los criterios de res-
puesta, la elección de la fuente estándar y la forma química y la solu-
bilidad del elemento mineral.  Es por esto que se ha buscado la ayuda 
de tecnologías para aumentar la biodisponibilidad de los minerales, 
el nanomineral es un ejemplo. Los minerales a nanoescala mejoran 
la biodisponibilidad debido al aumento en la superficie. Además, la 
técnica de nanoencapsulación evita la interacción mineral-mineral o 
mineral-nutriente y mejora su disponibilidad. Se puede sintetizar por 
medios físicos, químicos y biológicos (Rajendran, 2013).
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Bionanotecnología en reproducción animal
Un campo, de mucho interés, donde la nanotecnología puede flore-
cer, es, sin duda, la Reproducción y Fertilidad Animal. Estos grandes 
esfuerzos innovadores no solo tienen como objetivo poder caracteri-
zar y manipular la materia a nanoescala, sino desarrollar productos y 
procesos con valor económico, social y ambiental agregado, dirigido a 
solucionar problemas ya existentes en el área animal. 

La mayor ventaja al utilizar estas nanopartículas es su liberación 
sostenida, mostrándose una baja toxicidad sistémica, permitiendo un 
tratamiento dirigido, y evitando inactivación o degradabilidad de bio-
moléculas que son sensibles a la luz (por ejemplo, vitaminas, antioxi-
dantes), oxidación (por ejemplo, hormonas esteroideas) y/o hidrólisis 
por ejemplo, hormonas gonadotrópicas (Wang et al., 2012). 

El estrés oxidativo afecta el potencial de fertilidad de los esper-
matozoides por la peroxidación lipídica que puede conducir a la dis-
función del esperma (Badade et al., 2011). Los antioxidantes son ne-
cesarios para ayudar o prevenir problemas reproductivos, pero estas 
biomoléculas presentan varios inconvenientes, como son baja estabi-
lidad, fácil degradación, tamaño, etc., por lo que una forma nanométri-
ca o un liposoma cargado de un nanoantioxidante solucionaría estos 
problemas, haciéndolo más biodisponible y más protegido, para que 
actúe donde debe actuar. Por lo tanto, un nanoantioxidante promete 
prevenir problemas como: la retención de placenta y otros problemas 
reproductivos después del parto y también para mejorar los proble-
mas de infertilidad (Govin, 2004). 

Antioxidantes de origen natural como la Cúrcuma (molécula acti-
va: Curcumina) que se obtiene de una raíz (cúrcuma longa) a la que se 
le atribuyen numerosas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias 
y anticancerígenas. Sin embargo, esta molécula tiene características 
que la hacen ser muy inestable y poco biodisponible, se metaboliza 
y se elimina rápidamente, por lo que se busca mejorar su tiempo de 
vida, aumentar su absorción, su farmacocinética y mejorar su solubi-
lidad, así que se procede a la nanoencapsulación (Catania et al., 2013, 
Sureshbabu et al., 2023).
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Aplicación de la Bionanotecnología 
(Nanopartículas antioxidantes) para mejorar la 
reproducción asistida, en bovinos de producción
Se identificaron y se recolectaron las plantas nativas que contienen 
los compuestos fenólicos de interés con potencial antioxidante. Para 
luego extraer y estandarizar de los bioactivos antioxidantes. Se sinte-
tizaron, caracterizaron y funcionalizaron las NPs antioxidantes. Las 
NPs se resuspendieron en medio D-MEM/F12 para tener un stock de 
2500 μg/mL, que se conservó en refrigeración hasta su utilización. A 
partir del stock se hicieron diluciones en medio PBS para obtener las 
concentraciones seleccionadas para la prueba de citoxicidad “in ovo” 
y el efecto antioxidante, “in situ” en células espermáticas bovinas en 
fresco, se evaluó el porcentaje de espermatozoides con motilidad pro-
gresiva a las 0 y 2 h post-descongelación y el vigor espermático.

Se colectó semen de 5 toros, y se mezcló (pool) para bloquear el 
efecto individual de los toros. Este semen se dividió en 6 partes para 
los seis diferentes tratamientos (concentraciones de las NPs del an-
tioxidante). Se realizaron 5 diluciones, más un grupo control. Las 6 alí-
cuotas fueron procesadas en diluyente TRIS-yema de huevo. Se ajustó 
la dosis a 20 x106 espermatozoides / mL en pajillas de 0.25 mL. El se-
men se adaptó al glicerol durante 4 horas y posteriormente se congeló 
5 cm por encima de vapores de nitrógeno durante 15 minutos y poste-
riormente se hizo la inmersión directa al nitrógeno líquido.

•	 Pruebas de citotoxicidad “in ovo” de las NPs antioxidante 

En esta investigación se implementó el uso de un modelo “in ovo” pro-
metedor para la identificación de lesiones o daños que pudieran cau-
sar el uso de las NPs, cumpliendo como una herramienta muy útil, 
con ventajas sobre los modelos “in vitro” e “in vivo” al evaluar otras 
Nanopartículas (Díaz et al., 2016). 

El modelo “in ovo” es una técnica económica, sencilla, lo más cerca-
na al metabolismo de un ser vivo, sin necesitar de la aprobación de un 
Comité de Ética. Nuestros resultados muestran que las Nanopartículas 
antioxidantes no produjeron ningún efecto toxico para el embrión a do-
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sis 1, 5, 10, 50, 100 μg de NPs en 0.2 mL, ni en la dosis concentrada 2,500 
μg/mL del stock original. A nivel histológico tampoco se encontraron 
lesiones por bioacumulación de las NPs (CE50). No se encontró ningún 
cambio de coloración ni lesiones aparentes o irritaciones aparentes 
en comparación con los embriones control no expuestos a las NPs 
antioxidantes, por lo que se obtuvo una concentración citotóxica al 
50% arriba de los 1000 de NPs en 0.2mL.

•	 Efecto Viabilidad/citotoxicidad en semen fresco.

A las cero horas se vio diferencia entre el grupo control y los demás 
tratamientos, observando mayor motilidad en el grupo de 5 ml/lt de 
diluyente con NPs. Se procedió a congelar el semen para posterior-
mente evaluar la motilidad al descongelarlo.

•	 Efecto Viabilidad/citotoxicidad post-descongelación.

Se evaluaron las muestras de semen post-descongelación, las mues-
tras con el tratamiento de 5 ml/lt de diluyente con NPs presentaron 
una motilidad progresiva de 60% a las 0 h y 55% a las 2 horas post-des-
congelación.

Otro efecto benéfico de las Nanopartículas a nivel membrana ce-
lular posiblemente dañada por los efectos de las especias reactivas 
(ERO) es que las Nanopartículas se han construido con bicapas lipídi-
cas muy similares a la membrana celular, que al momento de entrar 
a la célula ésta se fusiona con los fosfolípidos de la membrana, sin 
provocar daño ni acumulación de algo extraño en la célula (esperma-
tozoide). Podemos explicar también, que debido al tamaño de la NP 
(20 nm) entra fácil y directamente hasta la mitocondria que son las 
generadoras de ERO.

La adición o suplementación de antioxidantes en su forma Nano, 
podría contribuir a mejorar significativamente la viabilidad de las 
células reproductivas en bovinos y otras especies domésticas y sil-
vestres.



152

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Patricia Rodríguez-Santillán

Conclusión y Futuro de la Nanotecnología  
en Medicina Veterinaria y Producción Animal
Sin lugar a duda, la utilización de biotecnologías reproductivas en 
Medicina Veterinaria va en aumento, lo que nos obliga a realizar una 
revisión constante, e ir perfeccionando los métodos y las técnicas de 
aplicación, poco a poco. Por lo que la llegada de la nanotecnología a 
este campo, nos traerá cambios importantes y hasta radicales en la 
profesión Veterinaria, ya se muestra como una tecnología que ayuda a 
los profesionales a mantenerse al tanto y gestionar estos desarrollos 
aplicados (Coppo, 2009). 

Para apreciar las ventajas de esta tecnología, las necesidades de la 
profesión, debemos entender también las nuevas tecnologías, como la 
clonación y las células madre. Al emplear la nanotecnología mediante 
nanopartículas como nanotubos de carbono, puntos cuánticos, liposo-
mas, polímeros etc. en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades 
es de gran interés. Sin embargo, la investigación a través de la nano-
tecnología en el sector Veterinario todavía se requiere investigación 
profesional (como pruebas citotóxicas) para apoyar la efectividad y 
seguridad de la nanotecnología, y así evitar cualquier daño al medio 
ambiente, a seres humanos o a los mismos animales. La nanotecno-
logía en la reproducción animal y la reproducción asistida, son áreas 
de oportunidades crecientes y florecientes para la investigación y de-
sarrollo. Este campo emergente ofrece sobresalientes oportunidades 
para los investigadores desafiantes al proporcionar nuevas soluciones 
a viejos problemas, teniendo un gran potencial para demostrar el con-
tinuo avance hacia adelante en los próximos años.

La perspectiva de futuro inmediato en Producción Animal, vemos la 
posibilidad de la aplicación global de nanoselenio en nutrición, repro-
ducción, así como en medicina clínica. En técnicas de Reproducción 
Asistida el uso de estas NPs con función antioxidante, puede ser va-
lioso para enriquecer medios de cultivo y lograr un aumento en la via-
bilidad de gametos y de embriones contrarrestando o previniendo los 
daños causados por las especies reactivas (ERO). Un tema de gran im-
portancia es la criopreservación de espermatozoides, ovocitos, y em-
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briones. La IA presenta desventajas considerables en la supervivencia 
espermática y por ende en la tasa de fecundación y de fertilidad. La 
aplicación de estas NPs implicaría el poder crear y/o diseñar nuevas 
biotecnologías reproductivas, como el desarrollo de nuevos medios 
de cultivo para lograr una mejoría en la supervivencia y viabilidad de 
estas células sexuales y obtener un aumento en la producción de em-
briones. Es importante resaltar que esta tecnología también podría ser 
aplicada a otras especies de importancia productiva, tanto domésti-
cas, silvestres y especies en peligro de extinción (Cintas-Izarra, 2006).
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Resumen
El aumento en la temperatura de manera gradual alrededor del mundo 
ha ocasionado varios estragos que pueden verse reflejados, no única-
mente, en alteraciones climáticas y catástrofes naturales nunca vistas, 
sino también en alteraciones fisiológicas y celulares en diversos orga-
nismos. Estas alteraciones en la función celular de los organismos son 
consecuencias del estrés calórico ocasionado por el aumento en la tem-
peratura global y la incapacidad del organismo para disipar el calor. Los 
organismos homeotérmicos, como el ganado bovino, utilizan diversas 
estrategias fisiológicas para perder calor, por ejemplo, conducción, con-
vección, radiación y evaporación. Sin embargo, el gasto energético de 
los sistemas fisiológicos de enfriamiento que utiliza el organismo ho-
meotérmico puede tener consecuencias negativas en su rendimiento 
productivo, reproductivo y homeostasis. En los sistemas de producción 
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lechera, por muchos años, se han utilizado sistemas de enfriamiento, 
tales como: ventiladores y aspersores de agua para mitigar las altas 
temperaturas en los establos lecheros durante el verano, que es el pe-
riodo cuando se presenta el estrés calórico. A pesar del uso de estos sis-
temas de enfriamiento, la producción lechera, reproducción y función 
inmune se ven sumamente comprometidas durante el estrés calórico, 
y esto es un indicador de que los sistemas de enfriamiento usados no 
funcionan de manera efectiva para mitigar los estragos del estrés caló-
rico. Además, estos sistemas de enfriamiento utilizan energía eléctrica 
para su funcionamiento, contribuyendo así, a la generación de gases de 
efecto invernadero exacerbando las consecuencias negativas del estrés 
calórico, por lo que es necesario otras alternativas para mitigar los es-
tragos del estrés calórico.  Las soluciones genéticas para el estrés calóri-
co, a través del desarrollo de una vaca que sea genéticamente resistente 
al estrés calórico, podrían complementar los sistemas de enfriamien-
to y posiblemente conducir a la reducción en su uso. La introducción 
de la mutación SLICK1 en receptor de prolactina (PRLR) en el genoma 
de vacas de alta producción es una estrategia potencial para evitar los 
efectos negativos del estrés calórico en la producción y la reproducción. 
Las vacas Holstein Slick son más capaces de regular la temperatura cor-
poral durante el estrés calórico y muestran una menor reducción de la 
producción de leche durante las estaciones cálidas en comparación con 
las vacas Holstein no slick. La mutación SLICK en PRLR, que se carac-
teriza por resultar en un fenotipo de pelaje muy corto, probablemente 
sea una de tantas mutaciones que confieren una mejor termorregu-
lación en los bovinos que portan esta mutación, por lo que es posible 
que otros genes con este mismo fenotipo (mejor termorregulación) aún 
no han sido descubiertos, y esto abre una gran oportunidad para futu-
ras investigaciones de alto impacto en el mundo. Sin embargo, antes 
de introducir esta mutación en razas de ganado lechero, es importante 
asegurarse de que el gen no tenga efectos negativos que comprometan 
las funciones celulares y biológicas.  

Palabras clave: estrés calórico, prolactina, mutación slick, receptor de 
prolactina, termorregulación
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Introducción
En la actualidad, la industria lechera y de carne a nivel mundial enfren-
tan grandes desafíos que repercuten negativamente en la economía 
de países que, en parte, dependen de estas industrias, principalmente 
debido al cambio climático. Uno de los grandes desafíos que enfrenta 
el sector ganadero es el impacto negativo del estrés calórico. Se pre-
dice que el calentamiento global en un futuro cercano será todavía 
un mayor problema de lo que ya es hoy en la actualidad (Battisti and 
Naylor, 2009). En bovinos, el estrés calórico sucede cuando el organis-
mo se expone a altas temperaturas ambientales, lo que conduce a que 
la temperatura corporal exceda la temperatura fisiológica de homeos-
tasis, indispensable para mantener funciones vitales, resultando en la 
incapacidad del organismo para disipar calor hacia el medio ambiente 
que lo rodea causando disfunción y alteración celular. La magnitud de 
los efectos negativos del estrés calórico se traduce en reducción de la 
fertilidad (Flamenbaum and Galon, 2010; Guinn et al., 2019; Guinn et 
al., 2019) y de la producción láctea (Dikmen et al., 2008; Menta et al., 
2022), compromete la función inmune (do Amaral et al., 2010; Ahmed 
et al., 2021), aumenta la incidencia de algunas enfermedades como 
cojeras y mastitis (Nienaber et al., 2007) y afecta negativamente el cre-
cimiento fetal (Bell et al., 1989; Galan et al.,1999) y de la descendencia 
(Monteiro et al., 2016), por mencionar algunos ejemplos. 

Los estragos negativos del estrés calórico, sin lugar a duda, tienen 
un impacto negativamente considerable sobre la economía de los paí-
ses que dependen de este sector agropecuario. Para ilustrar lo anterior, 
en Estados Unidos de América, se ha estimado que el estrés calórico 
causa pérdidas anuales de más de $1,300 millones de dólares ameri-
canos en establos lecheros (aún con el uso de tecnologías de enfria-
miento de los corrales en donde se alojan a las vacas lecheras) (St. 
Pierre et al., 2003). Una de las estrategias más comunes para mitigar 
el estrés calórico ha sido la modificación física del entorno en donde 
se encuentran las vacas, y esto se ha logrado mediante la provisión de 
sombras, el uso de ventiladores y aspersores de agua, entre otros (Ar-
mstrong, 1994; Renaudeau et al., 2012). Sin embargo, estas estrategias 
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no han resultado ser la mejor solución frente a los estragos negativos 
del estrés calórico, y una prueba de esto está en el hecho de que la 
fertilidad y la producción de leche aún declinan durante la época de 
calor a pesar de usar las estrategias de enfriamiento anteriormente 
mencionadas (Dikmen et al., 2014).

Un aspecto adicional para considerar es que estos sistemas de en-
friamiento generan un costo sustancial adicional para las industrias 
lecheras. Por ejemplo, Ferreira et al. (2016) calculó que aproximada-
mente se requiere invertir $4,500 dólares americanos para enfriar a 
una vaca productora de leche en los Estados Unidos de América. Lo 
anterior conduce a considerar otras alternativas para solucionar el 
problema del estrés calórico en ganado lechero altamente especiali-
zado o en ganado de tipo europeo, que originalmente fueron seleccio-
nados para ser criados en lugares templados, pero que por diversas 
circunstancias como el deseo de adquirir algunos de sus rasgos gené-
ticos relacionados con productividad se pretende adaptarlos a condi-
ciones tropicales, en donde tal vez, su adaptación al nuevo ambiente 
sea muy lento y desfavorable para el ganado comprometiendo su pro-
ductividad, fertilidad y bienestar animal. 

El uso de la selección genética ha sido una herramienta muy de-
terminante para discriminar animales que son tolerantes al calor y 
posiblemente seleccionar usando estos criterios genéticos para crear 
un hato que resista los efectos adversos del estrés calórico. La idea es 
buena y novedosa, sin embargo, existe un grave problema al llevar a 
cabo esta medida de selección. El problema radica en que los pará-
metros productivos están negativamente correlacionados con los ge-
nes que confieren termo-tolerancia (Sigdel et al., 2019). Es decir, genes 
que confieren termo-tolerancia afectan negativamente, por ejemplo, 
la producción de leche, y seleccionar animales basados en estos crite-
rios podría, sin lugar a duda, afectar la productividad de los animales. 

Una alternativa muy prometedora sería identificar genes que con-
fieren termo-tolerancia en algunas razas de ganado bovino e introdu-
cirlas en el genoma de razas de bovinos que son muy susceptibles al 
estrés calórico. Algunas razas de ganado bovino han adquirido la habi-
lidad de termo-regularse debido a mutaciones genéticas producto de 
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la adaptación a nuevos climas, ecosistemas o ambientes. En otras pa-
labras, podríamos hacer uso de esas mutaciones genéticas naturales 
que han sucedido por selección natural a lo largo de cientos de años 
en algunas razas de ganado para hacer que otras razas que evolucio-
naron en condiciones o climas menos adversos tengan la habilidad de 
termo-regular su temperatura corporal frente al estrés calórico. Se ha 
identificado que algunas razas de ganado bovino en la región del Ca-
ribe y algunas regiones del norte Sudamérica tienen mejor habilidad 
para regular la temperatura corporal y esto es principalmente debido 
a que presentan un pelaje muy corto comparado con otras razas o 
especímenes dentro de la misma raza (Flórez-Murillo et al., 2020). A 
este fenotipo en particular se le conoce como fenotipo slick (Sosa et al., 
2022), y los animales que presentan este fenotipo tienen mejor habi-
lidad para regular la temperatura corporal en época de calor (Olson et 
al., 2003; Dikmen et al., 2008; 2014; Sosa et al., 2022). El fenotipo slick es 
causado por una mutación en el receptor de prolactina (PRLR) que in-
troduce prematuramente un “stop codon” resultando en una versión 
truncada de la proteína PRLR (Littlejohn et al., 2014). Antes de abordar 
el tema de esta mutación en PRLR es preciso discutir brevemente los 
efectos negativos del estrés calórico y las adaptaciones fisiológicas 
que los organismos homeotérmicos, como los bovinos, utilizan para 
sobrevivir a estas condiciones adversas.

Adaptaciones biológicas contra el estrés celular 
en bovinos causado por el estrés calórico
El bovino es un organismo homeotérmico, es decir, tiene la habilidad 
de experimentar adaptaciones fisiológicas y celulares que le permitan 
sobrevivir a los estragos negativos del estrés calórico. Uno de los prin-
cipales procesos de adaptación fisiológica que emplean los bovinos 
durante el estrés calórico es la disminución en la ingesta de alimento 
con la finalidad de reducir la producción de calor metabólico (Knapp 
y Grummer, 1991; Rhoads et al., 2013). Es importante aclarar que esta 
reducción en la ingesta de alimento podría ser un efecto secundario 
producto de un efecto primario a nivel del hipotálamo. Por ejemplo, 
en aves, el estrés calórico tiene efectos a nivel del hipotálamo provo-



162

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Froylan Sosa

cando una disminución en la expresión del neuropéptido Y afectando 
negativamente el consumo de alimento (He et al., 2019). 

Otros mecanismos de adaptación fisiológica al estrés calórico in-
cluyen el incremento en la tasa de sudoración, de jadeo o respiración 
(Kadzere et al., 2002; Collier et al., 2019). Los organismos continuamen-
te están en constante evolución y frente a las condiciones ambienta-
les hostiles los organismos experimentan mutaciones genéticas que 
les permitan adaptarse a las nuevas condiciones para sobrevivir. Los 
bovinos no son la excepción, y también pueden experimentar adap-
taciones genéticas que les permitan reducir el impacto negativo del 
estrés calórico. En otras palabras, con el paso del tiempo y producto 
de las nuevas condiciones ambientales en las que los bovinos se han 
desarrollado han surgido genes que les confiere mejor habilidad para 
regular la temperatura corporal. Un ejemplo, de las tantas mutaciones 
que pudieran existir y que confiere a los bovinos superior habilidad 
para regular la temperatura corporal, es la mutación en el receptor de 
prolactina, mejor conocido como la mutación SLICK en PRLR (Littlejo-
hn et al., 2014; Porto-Neto et al., 2018). Los nuevos desafíos de la actua-
lidad, en donde es urgente optimizar el uso de los recursos naturales, 
es necesario optar por nuevas estrategias para reducir los estragos del 
estrés calórico sobre la producción animal, reproducción y salud. El 
uso de estrategias genéticas evita el uso de recursos naturales para 
mitigar los efectos del estrés calórico, por lo tanto, implementar estas 
nuevas alternativas en la industria ganadera ayudaría a reducir los 
efectos perjudiciales del estrés calórico sin afectar el uso de recursos 
naturales como el agua y disminuir el uso de electricidad. 

La magnitud del efecto negativo del estrés calórico puede reflejarse 
en perturbaciones de diversas funciones biológicas que pueden ser 
resultado de alteraciones en aspectos fisiológicos o efectos directos 
a nivel celular y molecular del organismo. El estrés calórico impac-
ta negativamente en diversos aspectos relacionados con fisiología de 
la reproducción. Estudios en ganado lechero han demostrado que la 
estacionalidad (época fría vs época de calor) afecta la fertilidad en 
los hatos lecheros (Flamenbaum y Galon, 2010; Nabenishi et al., 2011; 
Guinn et al., 2019). Durante el invierno, las tasas de gestaciones son 



163Capítulo 10 
Uso de las técnicas de reproducción asistida para el estudio de la mutación SLICK en el receptor de prolactina 

(PRLR) – una alternativa para reducir las consecuencias negativas del estrés calórico en ganado bovino

UAM-Iztapalapa / División de Ciencias Biológicas y de la Salud

más altas comparado con las tasas de gestaciones durante el verano. 
Esta reducción en la fertilidad debido a la estacionalidad es causada 
por el estrés calórico. Experimentalmente, se ha demostrado que eli-
minar los sistemas de enfriamiento durante el verano afecta negati-
vamente la tasa de gestación o supervivencia embrionaria en ganado 
lechero (Putney et al., 1988; Ealy et al., 1993; Ealy et al., 1994). Además, 
exponer vacas lactantes a estrés calórico no solo reduce el desarrollo 
embrionario al día 7 sino también compromete la foliculogénesis, su-
pervivencia embrionaria y crecimiento fetal (Bell et al., 1989; Roth et 
al., 2000; Wolfenson y Roth, 2018). 

Los estragos negativos del estrés calórico en reproducción bovina 
son, probablemente, uno de los temas más investigados debido a su 
gran impacto económico. Se ha reportado que tan solo un incremento 
de 0.5° C en la temperatura uterina disminuye la tasa de concepción 
en un rango de 6.9 a 12.8% (Gwazdauskas et al., 1973). Adicionalmente, 
la temperatura fetal se determina, principalmente, por la temperatura 
materna (Schröder y Power, 1997), esto directamente sugiere que la 
gestación puede estar comprometida o puede perderse (aborto) en 
vacas que experimentan estrés calórico. Otros aspectos relacionados 
con la productividad de la vaca tales como producción láctea, trastor-
nos de salud incluyendo cojeras y mastitis también se ven afectados 
bajo condiciones de estrés calórico. Las adaptaciones celulares tam-
bién permiten a los organismos adaptarse a las condiciones adversas 
del estrés calórico y mitigar los efectos negativos del estrés celular 
provocado por la elevación en la temperatura. Estas adaptaciones ce-
lulares podrían ser, tal vez, reguladas por un gen o grupo de genes que 
pueden expresarse para conferir protección celular contra la tempe-
ratura corporal elevada. Como un ejemplo de lo anteriormente citado 
es la mutación por deleción en la región promotora del gen conocida 
como HSPA1L (heat shock protein 70). Esta mutación se caracteriza por 
un incremento de la respuesta transcripcional de HSPA1L al choque 
térmico o estrés calórico resultando en mayor supervivencia celular 
(Sakatani et al., 2012). Este gen, en otras palabras, codifica por proteí-
nas que funcionan chaperonas que tienen la función de reparación 
celular bajo condiciones de estrés celular. 
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Otro gen que podría estar involucrado en adaptaciones celulares 
contra el estrés calórico es el gen HELB. Un estudio reciente que com-
paró la divergencia genética entre ganado Bos indicus y Bos taurus re-
portó la existencia de una variación genética de 430-kb pares de ba-
ses nitrogenadas en el cromosoma 5 abarcando 5 genes. Uno de estos 
genes fue el gen HELB, que mostró 8 de 9 polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNP por sus siglas en inglés) cercano a regiones de codifi-
cación y promotoras en razas índicas, aunque también fueron encon-
tradas en razas taurinas, principalmente, razas que han sido sujetos a 
introgresión de razas indicas (Naval-Sánchez et al., 2020). 

La particularidad del gen HELB es que está involucrado en repara-
ción del ADN causado por la exposición de luz ultravioleta y se asocia 
con buenos parámetros reproductivos en ganado de regiones tropica-
les (Naval-Sánchez et al., 2020). El hecho de que este gen sea casi ex-
clusivo de razas índicas sugiere hipotetizar que este gen podría tener 
un rol importante en la protección celular contra el estrés calórico en 
ganado. 

La información que se tiene a la fecha sobre el gen HELB es limitado 
y se reduce a estudios basados en asociación por lo que se requiere 
más investigación en este nuevo tema. En general, más investigación 
que aborde el descubrimiento de genes que confieran a los bovinos 
mejor habilidad para mitigar los efectos negativos del estrés calóri-
co son fundamentalmente requeridos para crear un mejor criterio de 
selección genética de ganado basado en tolerancia al estrés calórico, 
pero sin comprometer la productividad. Sin embargo, una de las limi-
tantes para el descubrimiento de genes que confieran mejor termo-
rregulación es, en parte, la poca cantidad de estudios que se realizan 
para descubrir nuevos genes, y la otra, porque las variaciones genéti-
cas que conllevan a adaptaciones fisiológicas o celulares para mitigar 
los efectos negativos del estrés calórico sean producto de la expresión 
en conjunta de un grupo de genes o de un grupo mucho más grande 
de genes en la que cada gen es responsable de una pequeña propor-
ción en su papel de conferir termo-regulación. 
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Además, genes que pudieran conferir mejor habilidad para tole-
rar el estrés calórico podrían estar asociados con efectos negativos 
en reproducción y producción de los bovinos. Por lo tanto, es crucial 
explorar nuevas y más seguras alternativas genéticas para mitigar los 
efectos negativos del estrés calórico. 

Estrategias para la reducción del estrés  
calórico en bovinos
El estrés calórico en bovinos puede considerarse como una cuestión de 
carácter de bienestar animal. A lo largo de los años, se han implementa-
do varios métodos para mitigar los efectos negativos del estrés calórico 
sobre la fisiología de la reproducción y rendimiento productivo, sobre 
todo en ganado lechero especializado. El intento más común ha sido la 
modificación física del entorno en la que se encuentra alojado el gana-
do. Uno de estos métodos, probablemente el más común y económico, 
es el uso de sombra. El principal objetivo del sistema de sombra es re-
ducir la alta temperatura causada por radiación solar y la temperatura 
ambiental en el entorno que rodea al organismo. Sin embargo, este sis-
tema no ha resultado ser eficiente para reducir los efectos negativos del 
estrés calórico, ya que el sistema de provisión de sombras no cambia la 
temperatura del aire ni la humedad relativa en el ambiente que rodea a 
la vaca (West, 2003; Renaudeau et al., 2012).

Por otra parte, el sistema de enfriamiento usando aspersores de 
agua y ventiladores ha sido uno de los métodos más populares en 
el sector lechero para combatir los estragos del estrés calórico sobre 
los aspectos productivos y reproductivos, además de brindar confort 
a las vacas. Este último sistema ha resultado eficiente para reducir la 
temperatura corporal de las vacas de 0.3 a 0.7°C en las horas del día 
de más intensidad de calor, favoreciendo de manera positiva la pro-
ducción láctea en meses de estrés calórico (Chen et al., 2016). Aunque 
estos sistemas de enfriamiento para ganado han resultado benéficos, 
principalmente para ganado lechero en épocas de calor, presentan un 
serio problema, el uso de grandes cantidades de agua para operar es-
tos sistemas, por lo tanto, es urgente encontrar otras alternativas para 
mitigar los efectos del estrés calórico. 



166

Avances en la reproducción y conservación de mamíferos domésticos y silvestres

Froylan Sosa

La mutación SLICK1 en el receptor de prolactina 
(PRLR) como una alternativa sustentable frente  
a los estragos negativos del estrés calórico  
en ganado bovino 

¿Qué es la mutación SLICK?

La mutación SLICK es una mutación en el PRLR que hace que los ani-
males tengan un pelaje muy corto, a esta característica del pelaje se le 
conoce como el fenotipo slick. Este fenotipo está presente en animales 
que son heterocigotos u homocigotos para la mutación SLICK (Olson 
et al., 2003; Sosa et al., 2022). En un estudio reciente de Sosa et al. (2022) 
se reportó que los animales heterocigotos y homocigotos para la mu-
tación SLICK son fenotípicamente similares porque la regulación de la 
temperatura corporal (temperatura ruminal y rectal) fue similar entre 
ambos genotipos (Sosa et al., 2022), ver figura 1. 

Figura 1. Regulación de temperatura corporal entre animales slick heteroci-

gotos (SL +/-) y homocigotos (SL +/+). El panel A representa la temperatura ru-

minal y el panel B representa la temperatura rectal entre ambos genotipos. 

La figura se reproduce de Sosa et al. 2022. Effects of the SLICK1 mutation in 

PRLR on regulation of core body temperature and global gene expression in 

liver in cattle. Animal 2022;16:100523. Reproducido bajo el número de licencia 

5315000420679. 
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La mutación SLICK es una mutación “nonsense” o sin sentido del 
PRLR que ocurre en el exón 11 del cromosoma 20 y se caracteriza por 
la introducción prematura de un “stop codon” lo que resultan en una 
versión truncada de la proteína PRLR (Littlejohn et al., 2014; Porto-Neto 
et al., 2018), ver figura 2. La mutación SLICK fue observada y caracte-
rizada fenotípicamente por Olson et al. (2003), en ganado Senepol y 
Carona, razas de ganado bovino con influencia criollo de la región del 
Caribe. 

Posteriormente Littlejohn et al. (2014) reportó que el fenotipo slick 
era resultado de una mutación en el PRLR caracterizado la pérdida 
parcial del dominio C-terminal resultando en una versión trunca de 
la proteína PRLR, ver figura 2. Estudios subsecuentes reportaron hasta 
seis mutaciones SLICK en el mismo gen de PRLR (Flórez Murillo et al., 
2021) enumeradas del 1 al 6, todas estas mutaciones resultan en el 
fenotipo slick. La mutación SLICK1 se encuentra en razas tales como 
Senepol, Romosinuano, Carora, Blanco Orejinegro, Costeño con Cuer-
nos, Hartón del Valle. La mutación SLICK2 se encuentra en razas como 
Limonero, Carora, Caracu Caldeano, Costeño con Cuernos, Hartón del 
Valle y Romosinuano. La mutación SLICK 3 la poseen algunas razas 
como Limonero y Criollo Lechero Tropical. La mutación SLICK4 la po-
see la raza Criollo Lechero Tropical. La mutación SLICK5 se ha identifi-
cado en razas bovinas como Blanco Orejinegro, Costeño con Cuernos, 
Hartón del Valle, Romosinuano y Carora. Y, por último, la mutación 
SLICK6 se encuentra en razas tales como Costeño con Cuernos, Hartón 
del Valle, Romosinuano y Carora. Es importante resaltar que algunas 
razas poseen más de una mutación SLICK en el PRLR. Esto sugiere que 
la mutación SLICK podría ser una de tantas mutaciones que podrían 
conferir mejor habilidad a los bovinos para regular la temperatura cor-
poral en condiciones de estrés calórico.
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Figura 2. Representación gráfica de la mutación SLICK1 en el gen PRLR. El pan-
el superior representa la secuencia genética en donde ocurre la mutación y 
el panel inferior muestra gráficamente la introducción del “stop codon” re-
sultando en una versión corta de la proteína PRLR. La figura se reproduce de 
Littlejohn et al. 2014. Functionally reciprocal mutations of the prolactin signal-
ling pathway define hairy and slick cattle. Nat Commun 2014;5:5861. Repro-
ducido bajo licencia de acceso abierto (CC BY 4.0). 

Uso de la mutación SLICK para reducir los 
efectos negativos del estrés calórico – estudios 
previos 
La mutación SLICK ha resultado ser una opción prometedora como 
una alternativa para reducir los efectos negativos del estrés calórico 
en ganado bovino. Para citar un ejemplo, en un estudio de Olson et al. 
(2003) los animales con fenotipo slick mostraron mejor habilidad para 
regular la temperatura corporal comparado con animales de pelaje 
normal o no slick. Estudios posteriores por Dikmen et al. (2008, 2014) y 
Sosa et al. (2022), quienes estudiaron la mutación SLICK1, reportaron 
resultados similares en vacas lecheras y vaquillas Holstein, en donde 
los animales slick regularon mejor la temperatura vaginal y ruminal, 
respectivamente. Los efectos de la mutación SLICK también pueden 
observarse en parámetros productivos, por ejemplo, en la producción 
de leche. Los animales slick producen más leche en épocas de calor 
comparado con los animales que no son slick (Olson et al., 2003; Di-
kmen et al., 2014). Sin embargo, el tamaño de muestra usado en esos 
estudios no es grande por lo que es necesario realizar más investiga-
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ción sobre el efecto de la mutación SLICK sobre la producción láctea 
usando un tamaño de muestra grande. 

Uso de las técnicas de reproducción asistida para 
incrementar el número de animales slick para 
fines de aplicación en campo e investigación 
Uno de los beneficios de la mutación SLICK es que los animales tienen 
una habilidad superior para regular la temperatura corporal en épo-
cas de calor. Esta habilidad es principalmente debido al pelaje muy 
corto que presentan los animales slick. Sin embargo, toda mutación 
también conlleva efectos secundarios en otras funciones biológicas. 
Una de las incógnitas importantes es si la mutación SLICK tiene otras 
consecuencias en funciones biológicas que podrían resultar benéfi-
cas o dañinas para los animales. La investigación sobre los efectos 
secundarios de la mutación SLICK son pocas y, además, no se cuenta 
con una población grande de animales para hacer investigación. La 
investigación es crucial porque esto determinará si existen efectos se-
cundarios que podrían comprometer otras funciones biológicas en el 
organismo de los animales o si no existen consecuencias negativas de 
la mutación SLICK. Si los resultados indican que la mutación SLICK no 
presenta efectos secundarios dañinos, el siguiente paso sería disemi-
nar la mutación SLICK en razas bovinas que son muy susceptibles al 
estrés calórico. 

Las técnicas de reproducción asistida proporcionan las herramien-
tas necesarias para poder hacer investigación y responder a preguntas 
biológicas importantes sobre la mutación SLICK. A la fecha, se han 
reportado dos estudios que han examinado el efecto de la mutación 
SLICK en reproducción. En un estudio realizado en Puerto Rico por 
Ortiz-Colón et al. (2018) se reportó que los animales slick fueron más 
fértiles que los animales no slick. En otro estudio por Sosa et al. (2021) 
se reportó que la mutación SLICK no afecta la supervivencia embrio-
naria o fetal. En ese estudio la frecuencia observada del alelo SLICK 
fue similar a la frecuencia esperada del alelo. 
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En la figura 3 se muestra el diseño experimental del estudio realiza-
do por Sosa et al. (2021), en donde es posible apreciar técnicas conven-
cionales de reproducción como la monta natural y la inseminación 
artificial (panel A). Estas técnicas convencionales, a pesar de que se 
han usado con éxito durante los años, la desventaja que presentan es 
que lleva mucho tiempo producir el número de animales necesario 
para tener un tamaño de muestra grande para fines de investigación. 
En el panel B se muestra una alternativa más eficaz, en donde se pue-
de hacer el uso de técnicas de reproducción asistida más sofisticadas 
como la aspiración folicular guiada por ultrasonido o OPU (por sus 
siglas en inglés) de vacas que puede ser o no slick en combinación con 
la producción in vitro de embriones usando semen de toros slick para 
producir un mayor número de embriones para ser transferidos a vacas 
receptoras y, de este modo, producir de manera acelerada animales 
slick y no slick para fines de investigación. 

Figura 3. Diseño experimental para evaluar la frecuencia de heredabilidad de 
la mutación SLICK1 en PRLR. El panel A representa el uso de técnicas de re-
producción convencionales como la monta natural e inseminación artificial 
usando semen de un toro slick para producir crías slick o no slick. El panel B 
representa el uso de técnicas más sofisticadas de reproducción asistida para 
producir crías slick y no slick. Por ejemplo, los ovocitos pueden ser aspirados 
por OPU de vacas slick y fertilizados con semen de toro no slick.

Otra alternativa para acelerar la producción de animales slick para 
fines de investigación (aunque también puede ser fines de investiga-
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ción aplicada) es el uso de técnicas más modernas como el knock out 
de genes de interés. Usando esta técnica no es necesario usar vacas 
o toros slick. Con esta técnica es posible colectar ovocitos no slick ya 
sea por OPU o por aspiración de ovarios de rastro, y fertilizarnos con 
semen de toros no slick. En la etapa embrionaria de cigoto se realiza 
microinyección para depositar en el citoplasma del cigoto el “small 
guide RNA” (sgRNA) que tiene como principal objetivo identificar el 
gen a alterar, en este caso es el gen PRLR, y se deposita también Cas9 
mRNA, la enzima que cortará la secuencia que codifica para la pro-
teína PRLR. De esta manera se produce el knock out del gen PRLR, los 
embriones se transfieren al día 7 a vacas receptoras y se esperaría que 
una parte de la descendencia fuera slick y otra parte no slick, es decir, 
animales editados genéticamente, ver figura 4. 

Figura 4. Modelo para generar animales slick para investigación. Se propone 
identificar genes que confieran termo-tolerancia en algunas razas de ganado bo-
vino (heterocigotos en su mayoría) y hacer introgresión usando inseminación o 
monta natural para establecer gestaciones. Se esperaría que un porcentaje de 
terneros sean slick y otro porcentaje de pelaje normal (A). Alternativamente, el 
uso de CRISPR-CAS9 aceleraría la generación de crías slick para fines de investi-
gación básica y posteriormente para investigación aplicada.
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Conclusiones
La mutación SLICK en el PRLR es una alternativa muy prometedora 
para mitigar los estragos negativos del estrés calórico durante el ve-
rano en bovinos productores de leche o bovinos que se encuentran 
en condiciones tropicales. Algunas razas de ganado como el Brahman 
también son muy resistentes al calor, sin embargo, esta raza no pre-
senta la mutación SLICK en el PRLR. Lo anterior sugiera que la habili-
dad que tiene la raza Brahman para resistir a condiciones ambientales 
extremas es probablemente debido a la acción de otros genes que pu-
dieran conferir superior habilidad para termo-regularse. Por lo tanto, 
es necesario continuar con investigación para descubrir nuevos genes 
que podrían conferir mejor termo-regulación e introducirlos en el ge-
noma de razas de ganado susceptibles al estrés calórico.
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Resumen
El presente documento resume tres de los más recientes trabajos de 
investigación realizados por el departamento de reproducción de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracru-
zana . El primer estudio comparó dos métodos de criopreservación de 
tejido testicular bovino sobre la viabilidad espermática. Los testículos 
se obtuvieron del rastro local. Se extrajo aproximadamente 3 g de tejido 
testicular. El tejido se dividió en tres partes, una parte fue tejido control, 
otra parte se criopreservó por curva lenta y la tercera parte fue criopre-
servada por vitrificación. Los túbulos seminíferos (TS) fueron cortados 
y el contenido extraído. Se tomó 50 µl del contenido de TS y se colocó 
en un plato de Petri en un microscopio invertido a 20X para localizar los 
espermatozoides y someterlos a tres pruebas de viabilidad: Hyposmotic 
swelling (HOS), pentoxifilina y el toque mecánico. Las tres pruebas re-
sultaron igualmente efectivas para detectar viabilidad espermática en 
tejido fresco o después de haber sido criopreservado. En este estudio, la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Veracruzana
Email: rcanseco@uv.mx
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congelación lenta fue más eficiente que la vitrificación para criopreser-
var tejido testicular de bovinos adultos. El siguiente experimento deter-
minó la diferencia en la tasa de fecundación y desarrollo embrionario 
de ovocitos bovinos madurados in vitro frescos o vitrificados, al ser fer-
tilizados por espermatozoides descongelados o por inyección intraci-
toplasmática de espermatozoides congelados o provenientes de tejido 
testicular fresco o descongelado. El tejido testicular se procesó igual que 
en el experimento anterior. En bovinos, es necesario causar la deses-
tabilización de la membrana espermática, de lo contrario no se logra 
disolver y no puede haber descondensación del núcleo, por lo cual se 
compararon tres desestablizadores de membrana espermática que fue-
ron Gluthatione (GSH)-Heparine (Hep), Lysolecithine (LL) y Triton X-100 
(TX-100). En este trabajo se demostró que los espermatozoides bovinos 
provenientes de tejido testicular fresco o descongelado, tienen la capa-
cidad de fecundar un ovocito por ICSI y promover el desarrollo hasta el 
estadio de blastocisto (6 a 14% de desarrollo a blastocisto). En este ex-
perimento, Tx-100 y LL fueron mejores agentes desestabilizadores que 
Hep-GSH. Debido al bajo número de presuntos cigotos que alcanzan a 
formar blastocistos, es necesario explorar alternativas para hacer más 
eficiente este proceso. El siguiente experimento fue “Tasa de gestación 
y pérdida gestacional temprana en vacas transferidas con embriones y 
hemiembriones producidos “in vitro”. Se bipartieron blastocistos bovi-
nos producidos in vitro y se transfirieron embriones y hemiembriones. 
No se encontró diferencia en tasas de gestación entre ambos grupos 
comprobando que la aplicación en conjunto de las técnicas de biparti-
ción y vitrificación a embriones bovinos producidos “in vitro” no mejora 
la tasa de preñez en comparación con los embriones enteros vitrifica-
dos. Como conclusión general, en conjunto, estos estudios van dirigidos 
hacia incrementar la eficiencia de los programas de producción y trans-
ferencia de embriones producidos “in vitro”. La formación de blastocis-
tos a partir de ICSI con espermatozoides testiculares y la producción de 
gestaciones con embriones de FIV bipartidos, vitrificados y calentados, 
son resultados promisorios para la creación de bancos de germoplasma 
de especies o razas en peligro de extinción. 

Palabras clave: embriones, criopreservación, ICSI, bipartición.
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Introducción
La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Ve-
racruzana se ha caracterizado en los últimos años por el incremento 
en trabajos de investigación en diferentes áreas. El objetivo del pre-
sente capítulo es describir trabajos de investigación que se han rea-
lizado en el área de la reproducción bovina. Estos trabajos han sido 
producto de tesis de posgrado de varios estudiantes.

El primer trabajo que vamos a describir se intituló “Comparación 
de dos métodos de criopreservación de tejido testicular bovino (Lepe, 
2019).” 

La criopreservación de tejido germinativo, se ha utilizado como 
una forma de preservar la fertilidad en diferentes especies. Es co-
mún criopreservar células germinales y embriones, sin embargo, la 
criopreservación de tejido ovárico o testicular, se considera aún en 
fase experimental en la mayoría de las especies. En bovinos existen 
pocos estudios con la criopreservación de células espermatogénicas 
(Barbosa et al., 2011).

La pérdida de células madre que dan lugar a espermatogonias de-
bido a distintos tratamientos, enfermedades o edad pueden causar 
infertilidad permanente. Por lo tanto, la criopreservación del tejido 
testicular para preservar células espermáticas, podría ser una opción 
para ganado doméstico como los bovinos (Sadri-Ardekani et al., 2016).

Comprender y aplicar adecuadamente la criopreservación de teji-
do es fundamental en laboratorios y bancos de células. Sin embargo, 
aunque se han implementado protocolos para criopreservación, aún 
no se tienen los ideales en la mayoría de los casos (Ávila et al., 2006).

En bovinos en el trópico de México, se encuentran toros que, aun-
que no han sido probados genéticamente de una manera organizada, 
se conoce su descendencia, la cual es muy valiosa al ser comparada 
con la descendencia de otros toros. Muchos de estos toros producen 
semen de calidad suficiente para lograr gestar a las vacas, pero no con 
la calidad suficiente como para ser congelado.
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La criopreservación tiene como objetivo principal el mantenimien-
to de la viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas bajo cero, 
generalmente, entre -80 y -196°C, lo que permite disminuir las funcio-
nes de las células y mantenerlas en condiciones de vida suspendida 
de manera indefinida (Mazur, 2012). Esta técnica se ha convertido en 
una herramienta esencial para la reproducción en bovinos, por permi-
tir la conservación de semen, que conlleva al mejoramiento genético 
de los hatos ganaderos (Hidalgo, et al., 2004; Jang et al., 2017).

En la actualidad, los procesos de criopreservación se realizan me-
diante la técnica de congelamiento lento y vitrificación, esta última 
implica la solidificación del medio acuoso en una fase vítrea no cris-
talina (Jang et al., 2017). Para la crioconservación se utiliza agentes 
protectores en las células y tejidos antes de iniciar el proceso de en-
friamiento, posteriormente las células son sometidas a temperatu-
ras bajas y su almacenamiento principalmente en nitrógeno líquido 
(Elliott et al., 2017).  

Existen publicaciones que han informado que la congelación lenta 
es una estrategia de crioconservación exitosa para el tejido testicular 
de diferentes especies animales. (Honrarooz et al., 2002); el método de 
curva lenta utiliza equipos programables, que congelan las células a 
temperatura y tiempo determinados (Saragusty y Arav, 2011).

En la última década, los avances en fertilización in vitro en bovinos 
permiten fertilizar muchos óvulos con cantidades muy pequeñas de 
espermatozoides. 

Se ha comprobado que existen individuos, por ejemplo vasectomi-
zados o con azoospermia en los cuales, los espermatozoides testicula-
res tendrían mayor capacidad fecundante que los que se encuentran 
en el eyaculado. Por lo tanto, es importante el desarrollar sistemas 
para criopreservar tejido testicular. Al lograr esto, es posible que a tra-
vés de la fertilización in vitro, se pueda obtener descendencia de estos 
animales. 

El objetivo de este trabajo fue comparar la eficiencia de dos méto-
dos de criopreservación de tejido testicular bovino sobre la viabilidad 
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espermática. Los testículos se obtuvieron del rastro local y se man-
tuvieron en solución salina fisiológica (SSF) a 37ºC para su transporte 
al laboratorio. Se lavó cada testículo con SSF y se hizo una disección 
de la región media del testículo para extraer aproximadamente 3 g 
de tejido testicular. El tejido extraído se dividió en tres partes (1 g c/u 
aproximadamente), una parte sirvió de tejido control, otra parte fue 
preparada para ser criopreservada por curva lenta y la tercera parte 
fue criopreservada por vitrificación. Los túbulos seminíferos (TS) fue-
ron finamente cortados y el contenido fue extraído (Fleming, 2009). 
Se tomaron 50 µl del contenido de los TS y se colocaron en un plato 
de Petri. El plato de Petri con las gotas conteniendo la suspensión de 
contenido de los TS, se colocó en un microscopio invertido a 20X para 
localizar los espermatozoides y someterlos a tres pruebas de viabili-
dad. La prueba modificada de Hyposmotic swelling (HOS), la prueba de 
pentoxifilina y la prueba del toque mecánico.

Los dos métodos de criopreservación evaluados fueron:
a) Criopreservación por Curva lenta (CL) 

Las porciones de TS fueron colocadas en el diluyente Tryladil® Se 
mantuvieron en refrigeración de 5 a 8ºC durante 4 a 8 h y se colocaron 
en pajillas de 0.25 cc. Después las pajillas fueron colocadas en vapor 
de nitrógeno durante 20 minutos y de ahí sumergidas en nitrógeno 
líquido. El tejido testicular permaneció congelado por 15 días antes de 
su descongelación y evaluación. 

Descongelación de curva lenta
Se colocaron las pajillas en agua a 37ºC durante 1 min. El contenido 
de las pajillas se lavó en HTF-Hepes a 37ºC para remover el diluyente.  
Realizado esto, se procedió a extraer el contenido como ha sido 
descrito previamente para extraer y localizar los espermatozoides de 
los TS para someterlos a las pruebas de viabilidad. 

b) Criopreservación por Vitrificación (Vit)
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Para vitrificar se utilizó el   protocolo descrito por Kuwayama et al. 
(2005). Solución de equilibrio (SE) y solución de vitrificación (SV), 
compuestas de PBS (Phosphate Buffered Saline, Bioniche, Pharmaâ, 
Cánada), sustituto de suero sintético (SSS), etilenglicol (EG) y dimetil-
sulfóxido (DMSO; Sigma-Aldrich).  

Calentamiento
En el caso de la vitrificación, el proceso de reanimación se denomina 
calentamiento ya que en su proceso sólo se llevan a cabo cambios de 
temperatura y no de descongelación de cristales de hielo. Por lo tanto, 
se utilizó una solución de calentamiento (SC), compuesta de PBS con 
SSS más sacarosa; una solución de dilución (SD), compuesta de PBS 
con SSS más sacarosa y una solución de lavado (SL), compuesta de 
PBS, con SSS  (Kuwayama, 2007). 

Pruebas de evaluación de viabilidad espermática 

Hypo-osmotic swelling (HOS)

Esta prueba evaluó el estado anatomo-funcional de la membrana plas-
mática. Los espermatozoides se suspendieron en una gota de 25 µl de 
contenido de los TS y 75 µl de agua destilada. Después de un máximo 
de 10 segundos, los espermatozoides viables presentaron curvatura e 
hinchazón en la cola (Sallam et al., 2005). En cada muestra se analiza-
ron 30 espermatozoides y se obtuvo el porcentaje de espermatozoides 
con membrana funcional.  

Prueba de Pentoxifilina

Se extrajo el contenido de los túbulos seminíferos como se ha descrito 
previamente, con esta suspensión se hacen gotas de 10 µl en un plato 
de Petri de 35 mm de diámetro. A cada microgota se le añadieron 90 
µl de pentoxifilina (1.0 mg/ml). El plato de Petri fue incubado a 37°C 
durante 5 minutos (Tournaye et al., 2016). Una vez hecho esto, se con-
taron 30 espermatozoides para determinar el porcentaje de esperma-
tozoides móviles.
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Prueba de toque mecánico

El procedimiento de obtención de los espermatozoides fue igual que 
en las pruebas anteriores, se colocaron gotas en un plato de Petri de 
30 µl y se observó la presencia de espermatozoides con ayuda de un 
microscopio invertido equipado con un micromanipulador (Nikon®). 
La técnica de toque mecánico consistió en presionar lateralmente el 
tercio superior de la cola del espermatozoide con una pipeta de PZD 
(Partial zone dissection), posteriormente la aguja se elevó y se observó 
la respuesta. Si la cola era flexible y recobraba su posición original, fue 
considerado un espermatozoide viable. Los espermatozoides rígidos e 
incapaces de retomar su posición original fueron clasificados como no 
viables (De Oliveira, 2004). Se realizó esta prueba en 30 espermatozoi-
des y se obtuvo el porcentaje de aquellos que respondieron al toque 
mecánico. 

Para la sobrevivencia de los espermatozoides se utilizó un modelo 
lineal generalizado mixto con PROC GLIMMIX (SAS, 2014). Las compa-
raciones entre medias de los efectos fijos considerados en el modelo 
se realizaron con base en la diferencia mínima significativa protegida 
de Fisher.

El efecto del protocolo de criopreservación sobre la viabilidad es-
permática se puede observar en el cuadro 1. En el presente estudio, se 
obtuvo un mayor porcentaje de espermatozoides viables con la con-
gelación por el método de curva lenta que con el de vitrificación (52 vs 
10% respectivamente), y ambos protocolos fueron inferiores al tejido 
fresco (74%: p<0.0001). 

Cuadro 1. Efecto de la criopreservación sobre la viabilidad espermática.

TrtTrt Viabilidad (%)Viabilidad (%) SESE

ControlControl 76ª76ª 0.130.13

Curva lentaCurva lenta 5353bb 0.130.13

VitrificaciónVitrificación 1010cc 0.140.14

Porcentajes con diferente literal difieren estadísticamente (P<0.05)
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Cuadro 2. Comparación de la viabilidad espermática obtenida por medio  
de las pruebas de viabilidad en cada protocolo de criopreservación.

ControlControl
(%)(%)

Curva lentaCurva lenta
(%)(%)

VitrificadoVitrificado
(%)(%)

Hipo- osmotic swellingHipo- osmotic swelling 77±0.1577±0.15 56±0.1556±0.15 10±0.1610±0.16

PentoxifilinaPentoxifilina 77±0.1577±0.15 52±0.1452±0.14 8±0.168±0.16

Toque mecánicoToque mecánico 74±0.1574±0.15 51±0.1451±0.14 11±0.1611±0.16

(P>0.05)

No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre las 
tres pruebas utilizadas para medir viabilidad espermática. En general, las 
tres pruebas resultaron igualmente efectivas para detectar viabilidad es-
permática en tejido fresco o después de haber sido criopreservado. 

En este estudio se demostró que, la congelación lenta es más efi-
ciente que la vitrificación para criopreservar tejido testicular de bo-
vinos adultos. Aunque la técnica debe seguir siendo probada con di-
ferentes concentraciones de CPA´s, quizá con distintos tiempos de 
exposición para lograr una mejor penetración del tejido testicular y 
así, llegar a los espermatozoides y lograr, en el caso de curva lenta, 
una mayor viabilidad a la obtenida en el presente trabajo.

Después de este trabajo, la siguiente pregunta era saber si estos es-
permatozoides eran capaces de fecundar a un ovocito que fuera capaz 
de desarrollarse por lo menos 8 días para producir blastocistos, por lo 
que el siguiente experimento fue “Inyección intracitoplasmática de es-
permatozoides provenientes de tejido testicular congelado”(Lepe, 2023). 

Debido a que los espermatozoides testiculares tienen poca o nula 
movilidad, fue necesario utilizar la técnica de inyección intracitoplas-
mática de espermatozoides (ICSI) para intentar la fertilización. El de-
sarrollo de esta técnica es importante ya que es una excelente alter-
nativa cuando se cuenta con muy pocos espermatozoides, y junto con 
la criopreservación de tejido testicular, es ideal para formar bancos de 
germoplasma en especies o razas en peligro de extinción.
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Así se determinó la diferencia en la tasa de fecundación y desa-
rrollo embrionario de ovocitos bovinos madurados in vitro frescos o 
vitrificados, al ser fertilizados por espermatozoides descongelados o 
por inyección intracitoplasmática de espermatozoides congelados o 
provenientes de tejido testicular fresco o descongelado.

El tejido testicular se procesó igual que en el experimento anterior. 
En bovinos, a diferencia de lo que sucede en humanos o equinos, para 
hacer ICSI es necesario causar la desestabilización de la membrana 
espermática, de lo contrario no se logra disolver y no puede haber 
descondensación del núcleo, por lo cual se compararon tres deses-
tablizadores de membrana espermática que fueron Gluthatione (GS-
H)-Heparine (Hep), Lysolecithine (LL) y Triton X-100 (TX-100).

Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de rastro, fueron madurados 
in vitro y de ahí se dividieron en cuatro grupos: 

Grupo 1 (control) – ovocitos fertilizados por Fertilización in vitro (FIV) 
convencional. 

Grupo 2 (ED) -  ovocitos fertilizados por ICSI con espermatozoides des-
congelados. 

Grupo 3 (TTF) -  ovocitos fertilizados por ICSI con espermatozoides de 
tejido testicular fresco. 

Grupo 4 (TTD) – ovocitos fertilizados por ICSI con espermatozoides de 
tejido testicular descongelado. 

Después de la fertilización los presuntos cigotos se cultivaron, a 
38oC en una atmósfera de 5%O2, 6%CO2, balanceado a nitrógeno. El de-
sarrollo embrionario se evaluó a las 48 h (división embrionaria) y al 
día 8 de cultivo (desarrollo a blastocisto). Los datos fueron analizados 
por ANOVA. 

No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos de 
ICSI al analizar los efectos principales (fuente de espermatozoides y 
desestabilizador). El tratamiento control fue mejor que los demás.
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Cuadro 3. Efecto de la fuente de espermatozoides sobre el desarrollo 
embrionario (%+SE) 48 h y D8 después de la ICSI.

Fuente de Fuente de 
espermatozoidesespermatozoides

Ovocitos Ovocitos 
inyectadosinyectados

(N)(N)

% División% División
48 h48 h

% Blastocistos% Blastocistos
D8D8

FIV (control)FIV (control)
ICSI E/DICSI E/D

6464
113113

61 ± 661 ± 6aa

57 ± 557 ± 5aa

23 ± 523 ± 5aa

13 ± 313 ± 3bb

ICSI TTFICSI TTF 9696 43 ± 543 ± 5bb 6 ± 36 ± 3bb

ICSI TTDICSI TTD 9292 41 ± 541 ± 5bb 6 ± 36 ± 3bb

a,b porcentajes con diferentes literales difieren significativamente (P<0.05).

E/D = espermatozoides descongelados, TTF = Tejido Testicular Fresco, TTD = Tejido Tes-
ticular Descongelado.

Cuadro 4. Efecto del agente desestabilizador sobre el desarrollo  
embrionario (%+SE) 48 h y  D8 después de la  ICSI. 

Agente Agente 
desestabilizadordesestabilizador

Ovocitos Ovocitos 
inyectadosinyectados

(N)(N)

% División% División
48 h48 h

% Blastocistos% Blastocistos
D8D8

ICSI-Hep-GSHICSI-Hep-GSH 9595 35± 535± 5aa 5 ± 25 ± 2bb

ICSI-LLICSI-LL 101101 50± 550± 5bb 6 ± 36 ± 3bb

ICSI-Tx-100ICSI-Tx-100 105105 56± 556± 5bb 14 ± 314 ± 3bb

a,b porcentajes con diferentes literales difieren significativamente (P<0.05).

Hep-GSH = Heparine-Glutathione, LL = Lisolecithina, Tx-100 = Triton X -100

En porcentaje de desarrollo a las 48 h y a D8, los grupos de ICSI 
fueron inferiores al del grupo control en ambos efectos principales. 
Sin embargo, la interacción entre los efectos principales si afectó el 
desarrollo embrionario significativamente.

El desarrollo a las 48 h de la mayoría de los grupos fue similar al del 
grupo control, Sin embargo, la interacción de Tx-100 con los tres gru-
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pos de ICSI y la de Hep-GSH con E/D fueron similares al grupo control 
en cuanto desarrollo a blastocisto.

En este trabajo se demostró que los espermatozoides bovinos prove-
nientes de tejido testicular fresco o descongelado, tienen la capacidad 
de fecundar un ovocito por ICSI y promover el desarrollo hasta el esta-
dio de blastocisto. Bajo las condiciones de este experimento, Tx-100 y LL 
fueron mejores agentes desestabilizadores que Hep-GSH. Se necesitan 
más experimentos con espermatozoides obtenidos de diferentes fuen-
tes para mejorar el desarrollo del embrión después de la ICSI.

Debido al bajo número de presuntos cigotos que alcanzan a for-
mar blastocistos, es necesario explorar alternativas para hacer más 
eficiente este proceso. Fue así que se decidió realizar el siguiente es-
tudio llamado “Tasa de gestación y pérdida gestacional temprana en 
vacas transferidas con embriones y hemiembriones producidos in vi-
tro”(García, 2018)

La bipartición de embriones es una técnica antigua que ha dado ex-
celentes resultados en embriones frescos o crio preservados producidos 
in vivo para aumentar el número de gestaciones de una donadora. Por 
otra parte, la bipartición en embriones producidos in vitro generalmente 
arroja resultados inferiores a los obtenidos con embriones producidos 
in vivo especialmente si se hace en embriones criopreservados.

En este trabajo se siguió una estrategia diferente a la presentada 
por investigaciones  previamente publicados, en vez de realizar la bi-
partición después de cultivar o criopreservar los embriones, se realizó 
la FIV, la bipartición y después la vitrificación. Ambos hemiembriones 
fueron calentados y transferidos a la misma receptora.

Los embriones FIV fueron producidos como en los experimentos 
anteriores. Los blastocistos obtenidos fueron bipartidos modificando 
la técnica usada por López et al. (2001) y vitrificados de acuerdo con 
Kuwayama et al., 2007. Los hemiembriones calentados fueron trans-
feridos a receptoras previamente sincronizadas para transferencia de 
embriones a tiempo fijo (Bó et al., 2002).
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Cuadro 5. Número de vacas gestantes al día 30 y 60 pos transferencia  
y porcentajes (Media± EE).

TrtTrt nn
Gestaciones D 30  Gestaciones D 30  

(% ± EE)(% ± EE)
Gestaciones D 60  Gestaciones D 60  

(% ± EE)(% ± EE)

EnterosEnteros 3030 6 (20 ± 7.3)6 (20 ± 7.3)aa 5(16.6 ± 2.5)5(16.6 ± 2.5)aa

Hemi- embrionesHemi- embriones 3030
1111

(36.6 ± 8.7)(36.6 ± 8.7)aa

1010
(33.3 ± 4.0)(33.3 ± 4.0)aa

n= Número de transferencias de embriones individuales y hemi embriones en pares, a= 
literales iguales en la misma columna no indican diferencia significativa (P<0.05), Trat.= 
Tratamiento, EE = Error estándar

Aunque existió una diferencia numérica en porcentaje de gestación a 
favor de los hemiembriones, el análisis estadístico no detectó diferen-
cias significativas entre tratamientos. Esto probablemente se debió al 
número de transferencias realizadas.

En cuanto a las pérdidas gestacionales, solo se perdió una gesta-
ción de cada grupo entre los días 30 y 60, por lo que tampoco hubo 
diferencias significativas entre tratamientos.

Cuadro 6. Pérdida gestacional entre el día 30 y 60 pos transferencia  
(Media ± EE).

Trt n Pérdida gestacional D 60(% ± EE´)

EnterosEnteros 66 1 (16.6 ± 15.21)1 (16.6 ± 15.21) a a

Hemi-embrionesHemi-embriones 1111 1 (9 ± 8.66)1 (9 ± 8.66) a a

n= Número de transferencias de embriones individuales y hemi embriones en pares, a= 
literales iguales en la misma columna no indican diferencia significativa (P<0.05), Trat.= 
Tratamiento, EE = Error estándar

Los resultados de este estudio comprobaron que la aplicación en 
conjunto de las técnicas de bipartición y vitrificación a embriones bo-
vinos producidos in vitro no mejora la tasa de preñez en comparación 
con los embriones enteros vitrificados, sin embargo, se evidencia que 
los embriones PIV tienen la capacidad de sobrevivir y desarrollarse 
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aun después de la bipartición y posteriormente ser criopreservados 
mediante vitrificación.

En cuanto a la pérdida gestacional temprana, la bipartición no tuvo 
un efecto negativo, el porcentaje evidenciado en este trabajo se en-
cuentra entre los parámetros anteriormente publicados al transferir 
embriones in vitro enteros.

Conclusiones generales  
En conjunto, estos estudios van dirigidos hacia incrementar la efi-
ciencia de los programas de producción y transferencia de embrio-
nes producidos in vitro. La formación de blastocistos a partir de ICSI 
con espermatozoides testiculares y la producción de gestaciones con 
embriones de FIV bipartidos, vitrificados y calentados, son resultados 
promisorios para la creación de bancos de germoplasma de especies 
o razas en peligro de extinción. Claramente estas tecnologías requie-
ren aumentar su eficiencia, por lo que seguramente veremos más in-
vestigaciones acerca de esta fascinante área de la biotecnología de la 
reproducción.
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