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Biotecnologia de la reproduccion

* La biotecnologia tiene un gran impacto en la mejora de la raza, la tasa
reproductiva y la produccion animal

 Las aplicaciones reproductivas mas comunes que se integran con la
biotecnologia son:
* Inseminacion artificial (Al)
e Superovulacion
* Analisis de calidad seminal
* Sexado de espermatozoides (SPZ)
* Transferencia de embriones (ET)
e Produccion in vitro de embriones (IVEP)
* Criopreservacion de gametos y embriones

* Manipulacion in vitro de ovocitos incluidos en foliculos ovaricos pre-antrales
(MOIFOPA)




1lisis de |la calidad
seminal




Analisis de |la calidad seminal en cerdos

Espermatograma (espermiograma) normal:

* Analisis rapido en microscopio a 37° C




Analisis de |a calidad seminal en cerdos

Espermatograma (espermiograma) normal:
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Ana

Espermatograma (espermiograma) normal:

* Morfologia

Normal Cabeza Pieza Cola Cola Gota Gota Otros
grande intermedia latigo enroscada citoplasmatica citoplasmatica
distal proximal
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Analisis de |a calidad seminal en cerdos

Espermatograma (espermiograma) normal:

 Motilidad - Sistema CASA
e Motilidad

* Rapido, medio, no progresivo, no motil
* Velocidad y trayectoria
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ISis por citometria de flujo
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Analisis por citometria de flujo

TV 00T

Control sin Control con Muestra Muestra + Muestra +
muestra muestra + Pl H2DCFDA MIX

1 mL de muestra [ 1-10 x 106 x mL] + 5 uL de solucién stock de PI [5 uM]
1 mL de muestra [ 1-10 x 106 x mL] + 5 uL de solucién stock de H2DCFDA [5 uM]

Incubacion por 15 mina 37°C ‘

Yoduro de propidio (PI)

2’7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA)

Pl + H2DCFDA (MIX)
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ISis por citometria de flujo




lisis por citometria de flujo
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Count

ISis por citometria de flujo
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Control sin  Control con

Muestra Muestra + Muestra +
muestra muestra + Pl H2DCFDA MIX
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Analisis por citometria de flujo

* Viabilidad
* ROS v
* Calcio s

Handbook of Fluorescent Probes

* Fragmentacion de ADN
* Desorden lipidico




Produccion in vitro de
embriones




Colecta de ovarios

* Colecta de ovarios de matadero local



Colecta de complejo-cumulus-oophorus (CCOs)

e Lavado de ovarios
* Puncion de ovarios
e Pesca de CCOs




~ 38.5°C, 5% CO,

Maduracion in vitro de CCOs

 Seleccionar CCOs de buena calidad
* Colocar en placas (grupos de 50) con medio IVM
* Incubar por 24 hrs




Preparacion de ovocitos maduros

* Analizar expansion del cumulus
e Lavar con medio IVF-TALP+

* Colocar en placas de 4 pozos con 250ulL de medio
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Preparacion del semen congelado

* Descongelar pajuela en agua destilada (38.5°C) por 30 seg
* Colocar semen en medio SPERM-TALP por 10 min

e Centrifugar (2500G x 3min) — Lavar (repetir 3 veces)

* Analizar viabilidad y calcular concentracion

* Diluir [2x10° x mL]




Fertilizacion in vitro

e Adicionar 250 uL de semen diluido en |la gota con los ovocitos
* FECUNDAR!
* Incubar por 24hrs

38.5°C, 5% CO,
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Produccion in vitro de embriones

* Denudar los cigotos mediante vortex por 3min
* Lavar los cigotos con PBS y medio SOF

* Transferir a placa con microgotas (25ulL) — Maximo 25 cigotos por gota
* Luego de 24 hrs de incubacion analizar divisiones
* Incubar hasta dia 7/8

Y




Control de cantidad de calidad embrionaria

* Al dia 6, 7y 8 analizar calidad embrionaria por numero de:
* Embriones
* Morulas

 Blastocistos:
* Temprano
* Expandidos
* Eclosionados

* Analisis por fluorescencia




Control de calidad de calidad embrionaria

* Tincidon con Hoechst 33342
e Conteo de blastomeras




Resultados

% Maduros | % Cigotos | % Embriones | % Blastocistos
(2 ceIuIas) (D6) (D7)
40

Control 45
Experimento 1 90 53 47 42
Experimento 2 90 60 52 55

7 réplicas de 30 — 50 ovarios
Datos sin estadistica




Criopreservacion de
embriones




A . Vitrification
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https://www.youtube.com/watch?v=gOm3xK-Zvaw




Transferencia embrionaria
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Pregnancy diagnosis by

Ttaqgfer of thrung to palpation through the rectal Birth (9 months after
recipients surgically or wall 1 to 3 months after

nonsurgical ly embryo transfer embryo transfer)
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