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Villamil, E. Tasa de clivaje con semen congelado de toros Brahman en fertilizacion
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Zéarate-Guevara, O., Cisneros-Prado, J., Canseco-Sedano, R., Montiel-Palacios, F
y Carrasco, A. Transferencia de embriones bovinos criopreservados: efecto de la
blastocentesis. Agrociencia. 2018. 52: 21-32. Disponible en: https://www.agrociencia-
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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Maximo 250 palabras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espafol):

En los dltimos afios en los hatos bovinos se han implementado las
biotecnologias reproductivas con el fin de mejorar la eficiencia, genética y
rentabilidad de la produccion. Por esta razon, el objetivo del presente
articulo es hacer una comparacion del porcentaje de prefiez con uso de
embriones frescos y congelados por el método de fertilizacién in vitro en la
especie bovina a través de una revision bibliogréfica. Una de las
caracteristicas de la produccién in vitro es su capacidad de diseminar el
material genético dentro de los hatos y junto con la técnica de transferencia
de embriones potencializan la tasa reproductiva. Existen dos métodos para
la transferencia de embriones que es en fresco y por criopreservacion, se
encontré que los porcentajes de prefiez obtenidos luego de la comparacién

de los dos métodos puede oscilar entre 50-60 % con embriones frescos y
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40-50 % con embriones congelados. Se concluye que la fertilizacién in vitro
junto con la utilizacion de embriones frescos asegura un porcentaje mas

alto de prefiez.

In recent years, reproductive biotechnologies have been implemented in
cattle herds in order to improve the efficiency, genetics and profitability of
production. For this reason, the objective of this article to make a
comparison of the percentage of pregnancy with the use of fresh and frozen
embryos by the method of in vitro fertilization in the bovine species through
a bibliographic review. One of the characteristics of in vitro production is its
ability to disseminate genetic material within herds and together with the
embryo transfer technique potentiate the reproductive rate. There are two
methods for embryo transfer that is fresh and by cryopreservation, it was
found that the pregnancy percentages obtained after the comparison of the
two methods can range between 50-60% with fresh embryos and 40-50%
with frozen embryos. It is concluded that in vitro fertilization together with

the use of fresh embryos ensures a higher percentage of pregnancy.
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Comparacion del porcentaje de prefiez con la utilizacion de embriones
en fresco y congelados por el método de fertilizacién in vitro en la

especie bovina

Comparison of preghancy percentage with the use of fresh and frozen

embryos by the in vitro fertilization method in bovine species
Paula Milena Lesmes! y Lina Mariana Velandia®

! Universidad de Cundinamarca, Facultad de Ciencias Agropecuarias, sede

Fusagasuga

pmlesmes@ucundinamarca.edu.co

Resumen

En los dltimos afios en los hatos bovinos se han implementado las
biotecnologias reproductivas con el fin de mejorar la eficiencia, genética y
rentabilidad de la produccion. Por esta razon, el objetivo del presente articulo
es hacer una comparacion del porcentaje de prefiez con uso de embriones
frescos y congelados por el método de fertilizacion in vitro en la especie
bovina a través de una revision bibliografica. Una de las caracteristicas de la
produccion in vitro es su capacidad de diseminar el material genético dentro
de los hatos y junto con la técnica de transferencia de embriones

potencializan la tasa reproductiva. Existen dos métodos para la transferencia

Diagonal 18 No. 20-29 Fusagasuga — Cundinamarca
Teléfono: (091) 8281483 Linea Gratuita: 018000180414
www.ucundinamarca.edu.co E-mail: info@ucundinamarca.edu.co

NIT: 890.680.062-2

Documento controlado por el Sistema de Gestion de la Calidad
Asegurese que corresponde a la Ultima version consultando el Portal Institucional


http://www.ucundinamarca.edu.co/
mailto:info@ucundinamarca.edu.co
mailto:pmlesmes@ucundinamarca.edu.co

MACROPROCESO DE APOYO ‘ CODIGO: AAAr113

PROCESO GESTION APOYO ACADEMICO VERSION: 6
UDFE DESCRIPCION, AUTORIZACION Y LICENCIA DEL VIGENCIA: 2021-09-14
y REPOSITORIO INSTITUCIONAL ‘ PAGINA: 14 de 42

de embriones que es en fresco y por criopreservacion, se encontré que los
porcentajes de prefiez obtenidos luego de la comparacién de los dos
métodos puede oscilar entre 50-60 % con embriones frescos y 40-50 % con
embriones congelados. Se concluye que la fertilizacién in vitro junto con la

utilizacion de embriones frescos asegura un porcentaje mas alto de prefiez.

Palabras clave: Biotecnologia, reproduccion, genética, fertilizacion in vitro.

Abstract

In recent years, reproductive biotechnologies have been implemented in
cattle herds in order to improve the efficiency, genetics and profitability of
production. For this reason, the objective of this article to make a comparison
of the percentage of pregnancy with the use of fresh and frozen embryos by
the method of in vitro fertilization in the bovine species through a bibliographic
review. One of the characteristics of in vitro production is its ability to
disseminate genetic material within herds and together with the embryo
transfer technique potentiate the reproductive rate. There are two methods for
embryo transfer that is fresh and by cryopreservation, it was found that the
pregnancy percentages obtained after the comparison of the two methods
can range between 50-60% with fresh embryos and 40-50% with frozen
embryos. It is concluded that in vitro fertilization together with the use of fresh

embryos ensures a higher percentage of pregnancy.
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Key words: Biotechnology, reproduction, genetics, in vitro fertilization.

Introduccidén

En los sistemas de produccién bovina, uno de los avances mas relevantes se
ha hecho en reproduccién con el fin de impulsar el mejoramiento genético vy,
por ende, las caracteristicas de interés productivo, pero para esto es
necesario conocer la raza, anatomia, fisiologia del animal, el medio ambiente
en el que se encuentra (1) y el objetivo de la produccion, por ejemplo, en el
ganado de leche es ideal tener mas hembras que machos debido a que
estos representan un valor monetario inferior (2). En Latinoamérica se ha
avanzado en cuenta a la utilizacién de biotecnologias reproductivas entre las
cuales sobresale la produccion de produccion de embriones en este pais se
atribuye a que la alimentacién esta basada en la utilizacion de gramineas
gue permiten evitar enfermedades criticas como la encefalitis espongiforme

bovina (3).

En Colombia, se realizé un estudio para la determinacion de la cantidad de

embriones que fueron producidos in vitro para el afio 2019 y se encontrd que
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hubo un 83,7 % de oocitos viables luego de la aspiracion folicular y de alli se
produjo un 19, 3 % de embriones. Resaltan también que la raza Gyr participo
en el 62,74 % como principal donante (4). La rentabilidad de un sistema
depende de la eficiencia reproductiva por factores como niumero de crias por
afo, un reducido intervalo entre partos, intervalo parto-primer servicio,
intervalo parto-concepcion, nimero de servicios por concepcion, bajo
porcentaje de abortos y vacas vacias, entre otros (5)(6). Para asegurar el
manejo adecuado de los animales se han estudiado diferentes técnicas que
permiten evitar transmision de enfermedades (7), controlar y maximizar los
elementos que intervienen en el proceso reproductivo denominadas
biotecnologias, dentro de estas se pueden encontrar el uso de semen
sexado, transferencia de embriones, fecundacion in vitro, superovulacion,

aspiracion folicular y criopreservacion (8).

En la presente revision de literatura se espera encontrar cual es la opcién
mas viable entre embriones frescos o congelados dentro de un programa de

fertilizacién in vitro.

Materiales y métodos

Produccién in vitro

La técnica de produccion in vitro es considerada una alternativa para reducir

los intervalos generacionales y favorecer la diseminacion del materia
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genético dentro de los hatos (9) esta formada por otras biotecnologias como
la maduracion in vitro de évulos, capacitacion espermatica, fertilizacién in
vitro propiamente dicha y cultivo de cigotos y embriones hasta llegar a los
estadios de pre-eclosion [Imagen 1] (10). La obtencion de embriones de alto
valor puede hacerse a partir de animales recién sacrificados o que son
considerados genéticamente deseables (11). Es necesario contar con
equipos que logren aparentar el ambiente natural donde se desarrollan los
embriones para obtener los resultados deseados, la temperatura idonea para
los procesos de fertilizacién, maduracién y cultivo es de 38,5 -39 °C (12). Sin
embargo, autores como (13) aseguran que los embriones producidos in vitro
son de menor calidad y presentan un desarrollo tardio con respecto a los in
vivo, siendo mas vulnerables a procesos de congelacion y descongelacion,
dentro de las diferencias esta la alteracion en la zona pelucida, menor grado
de compactacion celular y aumento en el contenido de lipidos de forma

intracelular, todo esto generando menores porcentajes de prefiez.

En Colombia, la implementacion de esta biotecnologia ha contribuido a
mejorar la productividad, calidad y eficiencia reproductiva dentro de los hatos
(14). Ademaés, existen tres etapas dentro de la produccién de embriones que
son la maduracioén, fecundacion y cultivos de los cigotos para lograr
blastocitos aptos para reproduccion (15)(16). Entre el 40 y 60% de los
embriones fecundados in vitro son capaces de alcanzar la etapa de
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blastocito, se relaciona con la morfologia evidenciada en el embrién en fases

previas (17).

La maduracién in vitro (MIV) se refiere al momento en que los gametos
femeninos se encuentran en las condiciones adecuadas para ser fecundados
ya que proceden de foliculos inmaduros de las fases iniciales de la onda
folicular, luego del proceso de MIV alcanzan su crecimiento optimo para
llegar a la metafase (15). Posteriormente esta la activacion partenogenética
(18) o fertilizacién in vitro definida como el proceso a través del cual el
espermatozoide penetra y fecunda al ovulo para generar un nuevo individuo
bajo ciertas condiciones controladas dentro de un laboratorio (19) esta
fertilizacion dependera de la interrelacion del ovocito maduro con un
espermatozoide apto (20) el cual debié pasar previamente por un proceso de
desprendimiento del plasma seminal y/o crioprotector que lo llevaria a ser
seleccionado por su buena motilidad (21). Esta fase hace parte de la union
de otras técnicas reproductivas como sexado de semen, super ovulacion,
transferencia de embriones y crio preservacion lo cual permite mejorar la
eficiencia reproductiva de la especie, tener avances genéticos y ser una

herramienta de conservacion (22).

En cuanto al potencial del semen, ya sea congelado o descongelado,
dependera de que la dosis contenga una cantidad suficiente de

espermatozoides que sean viables y competentes con eso lograran
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transportarse a través de los 6rganos reproductivos femeninos hasta llegar al
oviducto para posteriormente separarse de este y finalmente fecundar el
ovocito logrando el proceso de desarrollo embrionario y asi obtener una

prefiez (23).

Como en todo programa de reproduccion, existen ciertos factores que
pueden llegar a afectar de manera significativa dentro de los resultados
esperados y en el caso de la fertilizacion in vitro se encuentran, la
implementacion de la técnica en una etapa aleatoria del ciclo estral de la
hembra, no tener una homogeneidad en el grado de maduracién de los
ovocitos y obtener respuestas diferentes por parte de los animales. Cada uno
de estos factores puede afectar la calidad y la produccion de los embriones
lo que se traduce en perdidas no solo econémicas sino también de material
genético (24). Se han determinado ciertos rangos dentro de la fase de
fertilizacion encontrandose que, dentro de un 70-90 % de los ovocitos
inmaduros llegan a madurarse, del 50-80 % se fertilizan, pueden separarse
entre las 24-48 horas post fertilizacion y tnicamente del 20-50 % de los

ovocitos logran llegar a la etapa de blastocito ya sea en el dia 6 o0 7 (25).

Por ultimo, se realiza el cultivo donde los cigotos son extraidos del medio de
fertilizacion removiéndose las células del cumulus para posterior
clasificacion. Existen tres tipos del cultivo dependiendo de sus caracteristicas

(indefinidos, semi definidos y definidos), donde se hace uso de diferentes
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medios para el desarrollo de las primeras etapas embrionarias (26). Es
relevante saber que la calidad de los embriones producidos depende de las

condiciones del cultivo (27).

La fertilizacion in vitro ha mejorado la produccion de embriones de los
animales donantes obteniendo un mejor rendimiento con tasas de

concepcion que se encuentran en un rango de 40 — 45 % (28).

Transferencia de embriones

Es la union de varias técnicas que facilitan la produccién, recuperacion y
transferencia de los embriones (29), considerada una alternativa para
impulsar el potencial genético de los animales cuyo objetivo es aumentar la
tasa reproductiva de las hembras y a su vez incrementar el diferencial de
seleccidn para reforzar el progreso genético (30) el embridn a transferir
puede ser fresco o congelado y existe un programa para llevar a cabo este
procedimiento; Seleccién de la hembra donante, superovulacion, observacion
de signos de celo e inseminacion artificial a la donante, lavado uterino para
obtencion de embriones [Imagen 2], manipulacion y lavado de los embriones,
seleccién de embriones y protocolo de sincronizacion para las hembras
receptores y transferencia de embriones (31). El porcentaje de prefiez puede
verse afectado positivamente (entre 10 a 15 %) cuando las hembras

receptoras pertenecen al mismo sistema productivo, ya que se tiene

Diagonal 18 No. 20-29 Fusagasuga — Cundinamarca
Teléfono: (091) 8281483 Linea Gratuita: 018000180414
www.ucundinamarca.edu.co E-mail: info@ucundinamarca.edu.co

NIT: 890.680.062-2

Documento controlado por el Sistema de Gestion de la Calidad
Asegurese que corresponde a la Ultima version consultando el Portal Institucional


http://www.ucundinamarca.edu.co/
mailto:info@ucundinamarca.edu.co

MACROPROCESO DE APOYO ‘ CODIGO: AAAr113

PROCESO GESTION APOYO ACADEMICO VERSION: 6
UDFE DESCRIPCION, AUTORIZACION Y LICENCIA DEL VIGENCIA: 2021-09-14
gvERsAD D REPOSITORIO INSTITUCIONAL ‘ PAGINA: 21 de 42

conocimiento de todo su historial reproductivo y los niveles de estrés no
serian tan altos debido a que el animal ya esta adaptado a ese ambiente

(32).

Hay dos procesos para la recoleccion de ovocitos los cuales pueden ser;

bien sea recuperados de animales en plantas de sacrifico o de animales
vivos por medio de la aspiracion folicular [Imagen 3] (33). También el autor
(33) resalta que existen factores que influyen en el programa de transferencia
de embriones donde se encuentra el protocolo a utilizar, las hormonas que
se empleen, la raza del animal, el clima, la nutricién, la edad y, por ultimo, el

manejo.

La pistola que se utiliza para la transferencia de embriones esta fabricada en
acero inoxidable, con una longitud de 21 pulgadas y un disefio de seguridad
O-ring. De esta pistola existen dos versiones, la poco profunda y la profunda
y respecto a la pajilla utilizada hay dos medidas diferentes, una es de 0,25 ml
y la otra es de 0,5 ml, ademas el espacio utilizado por el embrion no debe ser

mayor al 70% del diametro interno de la pajilla (34).

Los resultados satisfactorios se garantizan cuando se tiene buena genética
evaluada en crias producidas por gestacion, buen manejo de los animales,
condicion sanitaria, nutricional, reproductiva, edad y correcta administracion y

gestion del sistema (35). La produccion in vitro de embriones en bovinos se
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considera una biotecnologia importante debido a que asegura una alta
prefiez cuando los embriones son transferidos a hembras receptoras

permitiendo la obtencién de crias saludables y en éptimas condiciones (33).

En el mundo 750.000 embriones son producidos por afio a través de la
técnica de super ovulacion y 450.000 son producidos mediante el uso de la
técnica in vitro, 670.000 son transferidos a las donantes previamente

seleccionadas (31).
Criopreservacion de embriones

Es una técnica por medio de la cual se conserva un material biolégico a
tiempo definido por la congelacidén de células a temperaturas bajas (36)
generando de esta forma una disminucién en su metabolismo hasta llegar a
la inactividad celular con el fin de mantener la biodiversidad y preservar la
conservacion fisica de las especies. Es un proceso de continuacion en la
reduccion de la temperatura, deshidratacion de las células, congelacion,
almacenamiento y descongelacion, usualmente se utiliza el nitrégeno liquido
a una temperatura de -196°C [Imagen 4] logrando disminuir las funciones
vitales de las células o el organismo para inhabilitarlo durante un largo

tiempo (37).

Para este proceso es necesario el uso de crioprotectores los cuales son

solutos organicos encargados de evitar la deshidratacion total y
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degeneracion proteica de las células durante el proceso de congelacion,
inicialmente el crio protector genera una deshidratacion inicial por un efecto
osmotico en las células haciendo que pierdan parte de su volumen pero en el
momento en el que el crioprotector atraviesa la membrana, hace que se
equilibren las concentraciones extra e intracelulares rehidratando la célula y
recuperando el volumen (15). Sin embargo, se ha demostrado que los

crioprotectores causan efectos toxicos por la penetracion a nivel celular (38)

A pesar de gue la criopreservacion es utilizada para mantener el
funcionamiento del embrién durante mucho tiempo, existen alteraciones y
dafos del material por el manejo de la temperatura, por ejemplo, entre 15°C
y -5°C se pueden presentar lesiones por enfriamiento generando
microtubulos del citoesqueleto, aunque en el caso de los embriones bovinos,
estos son bastante resistentes. A partir de -5°C y -40°C se empieza a formar
hielo extra e intercelular con efectos deletéreos, y ya en rangos de
temperatura entre -50°C y -150°C existen un riesgo de ruptura de la zona

pellcida (15).

Dentro del método de criopreservacion de embriones existen dos tipos, el
primero es conocido como curva lenta, pero es usado con la produccion in
Vivo, y por otro lado esta la vitrificacion (39). Este método utiliza una
concentracion mas alta de crioprotectores y un proceso de enfriamiento

mucho mas rapido para que se evite la generacion de cristales de hielo (40)
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en las células y la concentracion letal de solutos, debido a que estos
ocasionan muerte celular. Pero dentro de las desventajas esta que puede
ocasionar dafios a nivel estructural y molecular que intervienen en la

capacidad de desarrollo y la criotolerancia de los embriones (41).

Resultados y discusion

Segun Palma (42) el porcentaje de prefiez que se obtiene con embriones
producidos in vitro se encuentra en un rango del 20 al 40% mientras que
Peréz et al 2022 (43) asegura que la temperatura y el tiempo de transporte a
la que se expongan los embriones producidos in vitro puede afectar la tasa
de concepcion de las hembras receptora pues en el experimento realizado

obtuvo un 26%, 13 de 50 hembras que componian el estudio.

También, un estudio realizado por Inga, Murga y Cayo en el afio 2021 (43)
donde trabajaron con 12 vacas del cruce entre Brown Swiss y Simmental,
divididas en dos grupos, las primeras seis sometidas al protocolo con
embriones frescos y las otras con embriones congelados. Teniendo como
resultados que el porcentaje de prefiez para el primer grupo (embriones
frescos) fue del 50% mientras que el otro 50% permanecieron vacias. Y, por
otro lado, el porcentaje de prefiez obtenido del grupo de hembras tratadas
con embriones congelados fue de solo 33,33% contra el 66,66% de hembras

gue no respondieron a la transferencia. Comparado con lo establecido con
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otros autores, el porcentaje de prefiez mediante el uso de embriones frescos
esta en un rango de 60 a 65% a diferencia de embriones congelados que
presentan un valor de 50 a 55% (44). También, Ortega y Jirén (45) afirman
que, por cada 100 vacas que son transferidas con embriones frescos, los
porcentajes de prefiez estan alrededor del 50 y 60% pero al ser embriones
congelados el porcentaje disminuye a un 40 a 50%, este ultimo atribuido a la
perdida de células germinales y a los dafios que pueden ocasionarse en el

embrion o puede llegar a ser del 42,5% (46).

Por otro lado, Molina-Coto, Herrera-Mufioz, Arroyo-Oquendo y Carballo-
Guerrero (47) obtuvieron que el porcentaje de prefiez no solo esta dado por
el estado del embrion, sino también por la raza de la donante. Para la
investigacion se utilizaron hembras Girolandas F1 y Holstein transfiriéndose
un total de 83 embriones frescos y 34 embriones congelados. De los
embriones frescos, el 35% pertenecian a la Girolanda y el 65% a la Holstein
mientras que, de los 34 embriones congelados, 53% eran de Girolanda y el

restante de Holstein.

Los autores hallaron que, en términos generales, el porcentaje de prefiez con
embriones frescos fue de 33,7% considerando que individualmente los
embriones de Girolanda mostraron un 48,3% y de Holstein un 25,9%.
Contrario a esto, los embriones congelados obtuvieron un porcentaje de

prefiez de tan solo 5,9%, un reporte muy bajo comparado con lo que han
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establecido otros autores con el uso de embriones congelados. Por ejemplo,
Munar (48) plantea que el porcentaje de prefiez con embriones congelados

es de un 5 a 10 % menos en comparacion con los embriones frescos.

Un factor que tiene relevancia dentro del porcentaje de prefiez es el diametro
gue presenta el cuerpo lateo. Segun Salazar y Bernal (31) en su estudio se
utilizaron 20 hembras receptoras, obteniendo un porcentaje de prefiez del 50
% y un diametro del cuerpo liteo de 210,9 mm?, realizaron la comparacion
con el trabajo hecho por Tribulo en el afio 2007 donde el porcentaje de
prefiez fue de 58 % mientras que el diametro del cuerpo lateo fue de 293,1
mm?. Algo que también se le atribuye a la obtencién de estos valores es que

los animales no eran de la misma raza.

Por ultimo, Moreno (49) afirma que para aclarar los efectos que tiene el
estado del ovario en la produccion in vitro de embriones es necesario realizar
mas investigaciones donde se evallen los factores como la edad, estado

fisiologico, condicion corporal y estado ciclico de las hembras.
Conclusion

Después de realizar toda la revision de literatura se concluye que la
fertilizacion in vitro es una biotecnologia al alcance de muchos productores y
la cual se puede implementar de forma facil, a través de esta se obtendran

resultados mas favorables a nivel reproductivo para el sistema. Ademas, al
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hacer la comparacion con el uso de embriones frescos y congelados, es
posible soportar con evidencias que a pesar de que la congelacién es
reconocida como un método de conservacion, los porcentajes de efectividad
(prefiez) son menores por las diferentes complicaciones que pueden darse
durante el proceso, como la ruptura de la zona pellcida y formacion de hielo

extracelular e intracelular.
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Imagen 1. Produccion in vitro de embriones. Extraido de Formacion en
produccion in vitro de embriones y biotecnologias reproductivas aplicadas al
mejoramiento genético de los hatos ganaderos en Antioquia. Elaborado por

Ramirez (14)

Imagen 2. Lavado uterino. Extraido de Evaluacién de porcentaje de
prefiez por transferencia de embriones para los predios Centenario y

Fundadores durante el periodo 2015-2017 elaborado por Uribe (32).
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Imagen 3. Aspiracion folicular. Extraido de Evaluacién de porcentaje de
prefiez por transferencia de embriones para los predios Centenario y

Fundadores durante el periodo 2015-2017 elaborado por Uribe (32).
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Imagen 4. Protocolo de congelacion de embriones. Extraido de Formacion
en produccioén in vitro de embriones y biotecnologias reproductivas aplicadas
al mejoramiento genético de los hatos ganaderos en Antioquia. Elaborado

por Ramirez (14).
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