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RESUMEN

La clonacion de embriones representa una de las biotecnologias reproductivas mas
innovadoras aplicadas a la mejora genética en bovinos. El objetivo fue evaluar el
impacto de la clonacion de embriones en los pardmetros gendmicos reproductivos
en bovinos de carne (Bos taurus) mantenidos en ambiente tropical. Se implemento
un disefio experimental controlado y longitudinal mediante dos grupos
comparativos: 32 embriones bipartidos (clonados) y 22 embriones completos
(control) obtenidos mediante técnicas de superovulacion y
micromanipulacion/biparticion. El andlisis estadistico se realiz6 mediante SPSS y
R, aplicando modelos de analisis de varianza (ANOVA), regresiones lineales y
pruebas de significacion. Se emplearon herramientas de genotipificacion mediante
arrays de alta densidad (Axiom™ 63K y 100K SNPs) y andlisis bioinforméatico para
caracterizar la arquitectura gendémica de los terneros nacidos. Se evaluaron genes
asociados a parametros reproductivos/productivos: CAPN1, CAST, MYO, LEP,
GH1 y GHR. Los terneros provenientes de embriones bipartidos y completos
mostraron una expresion génica similar en loci criticos vinculados a eficiencia
reproductiva, crecimiento muscular y metabolismo. Hubo asociaciones
significativas entre polimorfismos especificos y pardmetros fenotipicos como tasa
de gestacion, peso al nacimiento y viabilidad embrionaria. No hubo alteraciones
gendémicas mayores atribuibles al proceso de biparticion. En conclusién, la
clonacién de embriones mediante biparticién representa una herramienta eficiente
para la replicacion de genotipos superiores en ganado de carne sin comprometer la
expresion de genes claves asociados a la reproduccion/productividad bajo
condiciones tropicales.

PALABRAS CLAVE: clonacion embrionaria; Bos Taurus; SNPs; reproduccion
bovina; biparticion; genética tropical.
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INTRODUCCION:

Las biotecnologias reproductivas aplicadas a los sistemas de produccién bovina han
experimentado un avance significativo, impulsado por la necesidad de acelerar el
progreso genético, mejorar los indicadores productivos y optimizar la eficiencia

reproductiva en condiciones ambientales desafiantes (1).

Dentro de este conjunto de herramientas, las técnicas de reproduccion asistida como
la superovulacion, la transferencia embrionaria, el cultivo in vitro, la
criopreservacion y la biparticiobn embrionaria, han cobrado especial relevancia en

el mejoramiento genético y reproductivo del ganado de carne (2).

La superovulacién es una técnica in vivo que permite estimular la produccion de
multiples ovocitos en una sola hembra donante mediante la administracion
controlada de gonadotrofinas. Estos ovocitos, una vez fertilizados por inseminacion
artificial, generan varios embriones que pueden ser recuperados por lavado uterino

y posteriormente transferidos a hembras receptoras sincronizadas (2).

Entre las biotecnologias de micromanipulacion embrionaria, la biparticion
embrionaria (también denominada “clonacion embrionaria manual™) se ha
convertido en una alternativa viable para generar gemelos monocigéticos
genéticamente idénticos. Esta técnica consiste en dividir un embrion en estadio de
morula compacta o blastocisto en dos mitades viables, cada una con capacidad para
desarrollarse de forma independiente tras su transferencia a hembras receptoras (1)
(2). Esta metodologia no solo permite maximizar el rendimiento de las hembras
donantes, sino que también facilita estudios cientificos relacionados con la genética
comparativa, la fisiologia embrionaria y la respuesta a diferentes ambientes

uterinos.

La clonacion embrionaria tiene como objetivo generar individuos con
caracteristicas productivas homogéneas a partir de un genotipo superior. En el
contexto de la produccion de carne bovina, esta estrategia representa una
oportunidad para conservar y diseminar rapidamente genotipos élite que expresan
rasgos deseables como mayor ganancia de peso, eficiencia alimentaria, calidad de
canal y fertilidad adaptada a ambientes tropicales, en este sentido, la presente

investigacion se enfoca en la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida,



particularmente la biparticion embrionaria, como via para lograr la clonacion de

embriones en bovinos de carne bajo condiciones tropicales (3).

Un aspecto clave del enfoque moderno en reproduccion animal es la integracion del
analisis gendémico funcional, con énfasis en la identificacion de polimorfismos de
nucleétido unico (SNPs) y la expresion génica diferencial asociada a rasgos
reproductivos y productivos. La gendmica ha permitido establecer relaciones entre
ciertos alelos y la eficiencia reproductiva, la calidad embrionaria, la respuesta a la
criopreservacion y la fertilidad de los reproductores (1) (2). El uso de herramientas
genodmicas complementa la clonacion embrionaria al permitir la validacion de la
expresion de genes claves en embriones clonados y su relacion con los resultados

fenotipicos observados tras el nacimiento (3).

Actualmente, se reconocen tres vias principales para realizar la clonacion de
embriones bovinos: (1) la separacion fisica de blastdbmeros en estadios tempranos;
(2) la biparticion embrionaria en estadios mas avanzados como modrula o
blastocisto; y (3) la transferencia nuclear somatica (SCNT). En este estudio, se
empleara la biparticion embrionaria manual, una técnica que, si bien es menos
compleja técnicamente que la SCNT, permite generar clones viables con elevada
eficiencia en razas adaptadas al tropico y con menor impacto epigenético (1) (2).

En este contexto, el presente trabajo tiene como finalidad implementar una
estrategia de clonacion de embriones mediante reproduccién asistida en bovinos de
carne criados en ambiente tropical, con el propédsito de validar su aplicabilidad y
eficiencia bajo estas condiciones. Al mismo tiempo, se buscara establecer
relaciones entre la viabilidad embrionaria y la arquitectura gendmica de los clones
generados, aportando evidencia cientifica sobre el potencial de esta biotecnologia
como herramienta de seleccion genética avanzada para sistemas ganaderos
tropicales (4).

JUSTIFICACION:

La eficiencia reproductiva en bovinos de carne (Bos taurus) constituye uno de los
pilares fundamentales para garantizar la sostenibilidad de los sistemas ganaderos,

especialmente en ambientes tropicales donde factores como el estrés caldrico, las

enfermedades endémicas y la baja calidad de los recursos forrajeros impactan



negativamente en la productividad. En este escenario, la incorporacion de
biotecnologias de reproduccion asistida ha cobrado una importancia estratégica,
permitiendo optimizar el uso de la genética superior, reducir los intervalos

generacionales y mejorar la tasa de nacimientos viables (5).

Entre las técnicas mas relevantes se destacan la superovulacion y la transferencia
embrionaria, que han demostrado ser herramientas efectivas para la multiplicacion
acelerada de hembras donantes élite. A estas se suma la biparticion de embriones,
una forma de clonacion embrionaria manual que permite generar gemelos
homocigotos idénticos a partir de embriones en estadio de morula o blastocisto.
Esta técnica representa una opcion préctica y econémica para duplicar embriones

de alto valor genético sin la complejidad de la clonacion por transferencia nuclear
(6).

Paralelamente, los avances en la gendmica funcional han permitido profundizar en
la comprension de los mecanismos que regulan los rasgos reproductivos,
productivos y adaptativos. La identificacion de polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs) en genes clave como LEP, GH1, GHR, CAPN1, CAST y MYO ha revelado
su asociacion con caracteristicas de interés zootécnico como la fertilidad, el
crecimiento, la eficiencia alimentaria, la calidad de carne y la tolerancia al estrés
térmico. No obstante, la interaccion entre estas herramientas biotecnolégicas y la
arquitectura genémica de los animales generados sigue siendo un campo poco
explorado, especialmente en sistemas tropicales y en razas adaptadas a condiciones

climaticas extremas (7).

El presente estudio busca abordar este vacio cientifico mediante la evaluacion del
impacto de la clonacion embrionaria por biparticion sobre los parametros
gendmicos reproductivos en bovinos de carne, criados bajo condiciones tropicales.
Esta linea de investigacion es altamente pertinente, ya que permitira valorar la
viabilidad de implementar esta tecnologia como estrategia complementaria en
programas de mejoramiento genético, orientados a incrementar la eficiencia
reproductiva sin comprometer la variabilidad genética ni la adaptabilidad al
ambiente (4).



Adicionalmente, este estudio ofrece un enfoque integrador al considerar la relacion
entre los rasgos productivos de carne y los pardmetros reproductivos, reconociendo
gue ambos estan mediados por mecanismos genéticos y epigenéticos comunes. Este
enfoque resulta particularmente util para sistemas ganaderos tropicales que
requieren animales eficientes tanto en su reproduccion como en su desempefio
productivo, contribuyendo al desarrollo de modelos de produccién mas sostenibles,

rentables y resilientes (8).

En adicion, esta investigacion se justifica no solo por su originalidad cientifica, sino
también por su aplicabilidad en la realidad ganadera tropical. Su ejecucion permitira
generar conocimientos fundamentales para el disefio de estrategias reproductivas
de precision, y fomentara la integracion entre la reproduccion asistida, la gendmica

animal y la seleccion basada en datos, pilares esenciales para la ganaderia del futuro
(9).
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La reproduccion eficiente en bovinos de carne es un factor critico para garantizar la
rentabilidad y sostenibilidad de los sistemas ganaderos, particularmente en regiones
tropicales donde los desafios climéticos, sanitarios y nutricionales comprometen la
productividad animal. En estos entornos, los indicadores reproductivos como la tasa
de concepcion, la calidad embrionaria y la viabilidad fetal suelen verse afectados,
generando pérdidas econdmicas significativas. Esta situacion demanda el uso de
estrategias biotecnoldgicas avanzadas que permitan optimizar la reproduccion y
maximizar el aprovechamiento del potencial genético de los animales de alto mérito

productivo y reproductivo (10).

En este contexto, la clonacion embrionaria mediante biparticion representa una
alternativa viable para la multiplicacion de individuos genéticamente superiores, al
permitir la obtencién de gemelos monocigéticos idénticos a partir de un solo
embrion. Sin embargo, a pesar de su aplicabilidad técnica y relativa simplicidad
frente a otras formas de clonacion, existe un vacio de conocimiento respecto a los
efectos que este procedimiento puede tener sobre los parametros genomicos
reproductivos de los animales resultantes, particularmente bajo condiciones de

estrés ambiental como las presentes en los tropicos (11).



Adicionalmente, la relacién entre los rasgos productivos como crecimiento,
eficiencia alimentaria o calidad de carne y la fertilidad o competencia embrionaria,
aun no ha sido suficientemente caracterizada desde una perspectiva genémica en
embriones clonados. La integracion de estas variables es crucial, ya que multiples
estudios sugieren que ciertos genes funcionales, como LEPTIN, GH1, GHR,
CAPN1, CAST y MYO, cumplen roles duales en la regulacion del metabolismo
energético, el desarrollo muscular y los procesos reproductivos. No obstante, no se
ha determinado si el proceso de biparticion afecta la conservacion o expresion de

estos marcadores genéticos clave (12).

Asimismo, en el ambito tropical, se carece de estudios que analicen como la
clonacion embrionaria interactia con el ambiente uterino y con la variabilidad
epigenética inherente a los individuos, factores que podrian modular la expresion
de genes asociados a la fertilidad, tolerancia al estrés y competencia embrionaria.
Esta falta de evidencia limita la implementacion masiva y segura de la biparticion
embrionaria como herramienta complementaria en los programas de seleccién

genética, en particular para razas bovinas adaptadas al trépico (13).

Por lo tanto, se plantea como problema central de esta investigacion la necesidad
de determinar si la clonacién de embriones mediante biparticion tiene un impacto
significativo en los parametros gendémicos productivos y su interaccion con
parametros reproductivos de bovinos de carne (Bos taurus) mantenidos en ambiente
tropical, y si esta biotecnologia puede implementarse de manera segura y eficaz sin
comprometer la expresion de genes funcionales asociados a la fertilidad y
productividad animal (14).

Este  planteamiento  busca responder a la  pregunta cientifica:
¢Cual es el impacto de la clonacion de embriones en los parametros gendmicos
reproductivos de los bovinos de carne (Bos taurus) bajo condiciones de ambiente
tropical, y como afecta la epigenética en la variabilidad de los genes? (16).

El abordaje de este problema no solo permitira llenar vacios fundamentales en el
conocimiento cientifico, sino también ofrecera herramientas practicas para el
desarrollo de programas reproductivos avanzados, sostenibles y adaptados a las
realidades de la produccion bovina tropical.



HIPOTESIS O PREGUNTAS DE INVESTIGACION:
Hipotesis Positiva

Hipotesis: La clonacion de embriones en bovinos de carne (Bos taurus) tiene un
impacto significativo en los pardmetros genomicos reproductivos, modulando
(disminuyendo, manteniendo o mejorando) la eficiencia reproductiva, aunque la
variabilidad genética y la adaptabilidad al ambiente uterino podrian influir en los

resultados.
PREGUNTA:

¢Cual es el impacto de la clonacion de embriones en los parametros genémicos
reproductivos de los bovinos de carne (Bos taurus) bajo condiciones de ambiente
tropical, y como afecta la epigenética en la variabilidad de los genes determinados

mediante analisis gendmico?
Hipotesis Negativa

Hipétesis: La clonacion de embriones en bovinos de carne (Bos taurus) no tiene un
impacto significativo en los pardmetros genomicos reproductivos, modulando
(disminuyendo, manteniendo o mejorando) la eficiencia reproductiva, aunque la
variabilidad genética y la adaptabilidad al ambiente uterino podrian influir en los
resultados.

PREGUNTA:

¢Cudl no seria el impacto de la clonacion de embriones en los parametros
gendmicos reproductivos de los bovinos de carne (Bos taurus) bajo condiciones de

ambiente tropical, y cdmo afecta la epigenética en la variabilidad de los genes

Al realizar las validaciones que mas esta relacionada a nuestra investigacion con la

hipétesis positiva



OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar el impacto de la clonacion de embriones en los pardmetros
gendmicos reproductivos de los bovinos de carne (Bos taurus) mantenidos

en un ambiente tropical.
OBJETIVO ESPECIFICOS:

e Analizar las diferencias en la expresion genica y los patrones de variabilidad
genética entre los bovinos clonados bajo condiciones tropicales.
e Determinar los efectos de la clonacion entre los pardmetros reproductivos

en bovinos mantenidos en un ambiente tropical.



CAPITULO I. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1.HISTORIA Y METODOS DE LA BIOTECNOLOGIA
REPRODUCTIVA

La produccion in vitro (PIV) de embriones y las tecnologias asociadas en bovinos
han demostrado avances significativos en los Gltimos afios, en parte impulsados por
una mejor comprension del potencial total de estas herramientas por parte de los
usuarios finales. La combinacién de PIV con semen sexado (SS) y seleccion
gendmica (GS) se esta utilizando con éxito y ampliamente en América del Norte,
Ameérica del Sury Europa (1) (15).

Las principales ventajas que ofrecen estas tecnologias incluyen un mayor nimero
de embriones y embarazos por unidad de tiempo, y una gama mas amplia de
posibles donantes hembras de las que recuperar ovocitos (incluidas hembras
ciclicas abiertas y hembras de hasta 3 meses de gestacion), incluidos terneros de
alto indice gendmico, un menor numero de espermatozoides necesarios para
producir embriones y mayores posibilidades de obtener el sexo deseado de la
descendencia (2) (15).

Sin embargo, todavia hay aspectos no resueltos de la PIV de embriones que limitan
una implementacion mas amplia de la tecnologia, incluida la fertilidad
potencialmente reducida por el uso de SS, la calidad reducida de los ovocitos
después de la maduracién de los ovocitos in vitro y la criotolerancia embrionaria
mas baja, lo que resulta en tasas de embarazo reducidas en comparacion con los
embriones producidos in vivo. Sin embargo, se han publicado resultados de
investigacion prometedores y se esta trabajando para abordar las deficiencias
actuales (1) (15).



1.2. TECNOLOGIAS DE EMBRIONES BOVINOS

Las tecnologias embrionarias son una combinacion de técnicas de reproduccion
asistida, biologia celular, molecular y gendémica. Su uso clasico en la cria de
animales ha sido aumentar el niUmero de genotipos superiores, pero con el avance
de la biotecnologia y la genémica se han convertido en una herramienta para la
transgénesis y la genotipificacion (1). La ovulacion mdltiple y la transferencia de
embriones (MOET) estan bien establecidas desde hace muchos afios y aun
representan un nimero importante de los embriones producidos en todo el mundo.
Sin embargo, no se ha logrado ningun progreso en los ultimos 20 afios para
aumentar el nimero de embriones transferibles y reducir los efectos secundarios en

el rendimiento reproductivo de los donantes (2) (16).

La produccion de embriones in vitro (PIV) es un enfoque méas nuevo y mas flexible,
aungue es técnicamente mas exigente y requiere conocimientos y equipos de
laboratorio especificos que son muy importantes para la calidad de los embriones
producidos. La clonacion de células somaticas es un area en rapido desarrollo y una
técnica muy valiosa para copiar genotipos superiores y producir o copiar animales
transgénicos. Se espera que un mayor conocimiento de la biologia de los ovocitos
y embriones arroje nueva luz sobre los primeros eventos del desarrollo, incluidos
los cambios epigenéticos y su efecto duradero en el recién nacido (1) (16). La
fertilizacion in vitro (FIV) estd reemplazando rapidamente la transferencia de
embriones multiovulados como la estrategia preferida para la reproduccion artificial
del ganado (17).

1.3. HISTORIA CLONACION Y DIVISION DE EMBRIONES EN
MAMIFEROS:

La divisién de embriones es uno de los métodos mas nuevos desarrollados en
biotecnologia reproductiva. En este método, después de dividir los embriones en
etapas de 2, 4 e incluso 8 células, cada blastomero puede desarrollarse por separado,

pero los embriones son genéticamente idénticos (1).

La divisién de embriones, como método en la clonacién reproductiva, se emplea
ampliamente en estudios de medicina reproductiva, como la investigacion de

enfermedades humanas, el tratamiento de la esterilidad, la donacién de embriones



y la terapia génica. En el presente estudio, se revisan brevemente la clonacion en
mamiferos y los métodos de clonacion. Ademas, se describen la division de
embriones y los métodos comdnmente utilizados en la division de embriones y los
logros recientes en este campo, asi como las aplicaciones de la division de

embriones en especies de ganado, animales primates y humanos (1) (15).
1.3.1. Clonacién:

Los primeros 20 afios de transferencia nuclear de células somaticas dificilmente
pueden describirse como una historia de éxito. De manera controvertida, muchos
de los factores que llevaron al fracaso no son caracteristicas intrinsecas de la técnica
en si; malentendidos y acusaciones infundadas, junto con temores y barreras
administrativas, impidieron a los clonadores superar el desafiante periodo inicial
con dificultades obvias que son caracteristicas comunes de un enfoque radicalmente
nuevo. A pesar de algunos resultados prometedores de experimentos en su mayoria
esporéadicos y de pequefia escala, el futuro de la clonacion sigue siendo incierto (1)
(15).

1.3.2. Clonacion en animales de granja:

A pesar de més de una década de esfuerzos de investigacion, la clonacion de
animales de granja mediante transferencia nuclear de células sométicas (SCNT)
sigue siendo frustrantemente ineficiente. La ineficiencia se manifiesta en diferentes

niveles, que actualmente no estan bien integrados (18).

A nivel molecular, conduce a aberraciones genéticas, epigenéticas y
transcripcionales generalizadas en embriones clonados. A nivel del organismo,
estas anomalias en todo el genoma comprometen el desarrollo de fetos y
descendientes clonados. Es necesario vincular causalmente defectos moleculares
especificos con fenotipos clonados especificos, con el fin de disefar tratamientos
especificos para corregirlos. La eficacia de la clonacion depende de la capacidad de
la célula donante nuclear para reprogramarse completamente en un estado
embrionario y de la capacidad de la célula receptora enucleada para llevar a cabo
las reacciones de reprogramacion. Se ha postulado que la reprogramabilidad del
epigenoma de la célula somética del donante esta influenciada por su estado de

diferenciacion (1).



Sin embargo, las comparaciones directas entre células con estados de diferenciacion
divergentes dentro de varios linajes sométicos no han encontrado pruebas
concluyentes de esto. La eleccion de células madre somaticas como donantes no ha
mejorado la eficiencia de la clonacién, lo que indica que el tipo de célula del
donante puede ser menos critico para el éxito de la clonacién. Por otro lado, las
diferentes células receptoras varian en su capacidad de reprogramacion. En
bovinos, el uso de cigotos en lugar de ovocitos ha aumentado el éxito de la
clonacion (16) (18).

Las mejoras en la eficiencia de la clonacion de ganado incluyen una mejor
coordinacion del tipo de célula del donante con la etapa del ciclo celular y la

agregacion de embriones clonados.
1.3.3. Clonacion manual:

Dos inconvenientes importantes obstaculizan el avance de la transferencia nuclear

de células somaticas en animales domésticos (9).

La transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) es el método méas comun para
obtener animales clonados, donde las células somaticas se transfieren a ovocitos

receptores enucleados (20).

Durante la ultima década, ha surgido un pequefio grupo alternativo de
procedimientos, llamado clonacion hecha a mano (HMC), que tiene la caracteristica
comun de eliminar la zona pellcida antes de la enucleacién y fusion, lo que resulta

en un requisito limitado (o nulo) de micromanipuladores (20).

Los beneficios de HMC son bajos costos de equipo, un procedimiento simple y
rapido y una eficiencia in vitro comparable o superior a la de la transferencia nuclear
tradicional. Los embriones creados mediante técnicas sin zona pueden
criopreservarse y, aunque los datos aun son escasos, son capaces de establecer
embarazos y dar lugar al nacimiento de terneros. La clonacion manual también
puede abrir el camino a la automatizacion parcial o total de la transferencia nuclear
de células somaticas. En consecuencia, el enfoque sin zonas ni micromanipuladores
puede convertirse en una alternativa Util a la clonacion tradicional, ya sea en
situaciones especiales o en general para la estandarizacion y aplicacion

generalizada de la transferencia nuclear de células somaticas (22).



1.3.4. Efectos de los tipos de células donantes en el desarrollo de embriones

bovinos mediante tecnologia de clonacion por inyeccion de citoplasma:

La tecnologia de clonacion por inyeccion de citoplasma (CICT) es una técnica
eficaz para evaluar el potencial de desarrollo de embriones clonados. En este
estudio, investigamos los efectos del tipo de célula del donante sobre el potencial
de desarrollo y la calidad de los embriones bovinos clonados. Se utilizaron
fibroblastos adultos (AF) y células embrionarias (CE) como células donantes para
clonar embriones bovinos mediante CICT. Inicialmente utilizamos células AF para
desarrollar embriones clonados y luego cultivamos los blastocistos clonados del dia
8 durante 10 dias para obtener CE como células donantes para la segunda clonacion
de embriones. Descubrimos que los blastocistos bovinos clonados usando células
AF habian reducido significativamente las tasas de desarrollo, la calidad del
embridn y las proporciones de masa celular interna (ICM) con respecto al nimero
total de células en comparacion con aquellos que usaron CE como células donantes
(23).

Ademas, hubo diferencias significativas en los genes relacionados con la ADN
metiltransferasa, la desacetilacion de histonas, la apoptosis y el desarrollo en la
etapa de blastocisto en embriones clonados a partir de AF en comparacion con los
de embriones clonados a partir de EC. Nuestros resultados sugieren que el uso de
CE como células donantes para la transferencia nuclear mejora la cantidad y calidad

de los embriones clonados (20).

1.3.5. Tecnologia de clonacidn y vitrificacién para mejorar el progreso
genético del ganado vacuno:

Los avances recientes en embriologia y la investigacion relacionada ofrecen
posibilidades considerables para acelerar el mejoramiento genético en la cria de
ganado. Dichos avances incluyen la optimizacion y estandarizacion de la
produccion de embriones en el laboratorio (fertilizacion in vitro - FIV), la
introduccion de un método altamente eficiente para la criopreservacion
(vitrificacion) y una mejora espectacular en la eficiencia de la transferencia nuclear
de células somaticas (clonacion) en términos de esfuerzo requerido, costo y

resultado general. La clonacién hecha a mano (HMC), una version simplificada de



la transferencia nuclear de células somaticas, ofrece la posibilidad de producir
clones de forma relativamente sencilla y de bajo coste (17).

Un método de vitrificacion potencialmente modificado utilizado en un laboratorio
ubicado en una ubicacion central podria dar como resultado crias clonadas que sean
econdmicamente competitivas con los animales de élite producidos por medios mas

tradicionales (24).

Aparte de las cuestiones legales y de propiedad intelectual rutinarias, el principal
obstaculo que obstaculiza la rapida adopcion de estas tecnologias por parte de la
industria ganadera es la falta de confianza de las fuentes cientificas y comerciales.
Una vez que se incrementa el apoyo de las partes interesadas, la aplicacion
combinada de estos métodos hace que un avance rapido hacia los rasgos deseables
(crecimiento rapido, carne de vacuno de alta calidad, rendimiento reproductivo
optimizado) sea una meta realista. Es dificil sobreestimar el impacto potencial de
estas tecnologias en el avance genético de los rebafios de ganado vacuno en los que

se busca mejorar el ganado (17).
1.4. BLASTOCIDOS EN LA TRANFERNCIA DE EMBRIONES:

Comprender los mecanismos de formacion e implantacion de blastocistos es
fundamental para mejorar la reproduccion de los animales de granja, pero se ve
obstaculizado por un suministro limitado de embriones. Aqui, desarrollamos un
método eficiente para generar estructuras similares a blastocistos bovinos
(denominadas blastoides) mediante el ensamblaje de células madre de trofoblasto

bovino y células madre potenciales expandidas (25).

Los blastoides bovinos se parecen a los blastocistos en morfologia, composicion
celular, transcriptomas unicelulares, crecimiento in vitro y capacidad de provocar
el reconocimiento materno de la prefiez después de la transferencia a las vacas
receptoras. Los blastoides bovinos representan un modelo in vitro accesible para
estudiar la embriogénesis y mejorar la eficiencia reproductiva en especies

ganaderas (26).



1.5. DIVISION EMBRIONARIA:

La division de embriones fue una técnica que se demostré con elegancia desde
tiempos muy tempranos con el objetivo de crear descendencia idéntica mediante
gemelos artificiales, la division moderna de los mamiferos comenzd en el
laboratorio se extrajo blastomeros individuales con una pipeta de embriones de
oveja en etapa de 2 células incisos y los transfirié a ovocitos evacuados (9).

Este procedimiento también se lo realiza en bovinos con el objetivo de realizar una
division embrionaria, convirtiéndolo en dos embriones por biparticion manual en
laboratorio para luego ser transferidos a vacas receptoras y obtener crias idénticas
(27).

1.6. MICROARN EMBRIONARIOS ESENCIALES PARA EL
DESARROLLO DE EMBRIONES PREVIOS A LA IMPLANTACION
BOVINA:

Los microARN (miARN) son ARN pequefios no codificantes que regulan la
expresion genética a nivel postranscripcional mediante la union a ARN mensajeros

especificos, induciendo su degradacion o inhibiendo su traduccion (28).

En el contexto reproductivo, los miARN estadn presentes en ovocitos adultos
transcripcionalmente inactivos y en embriones preimplantacionales, los cuales
exhiben una transcripcion minima antes de la activacion del genoma embrionario
(28).

Aunque la funcion exacta de los miARN en esta etapa aln no se comprende
completamente, evidencia creciente sugiere que podrian desempefiar un papel

crucial en el desarrollo temprano del embrion.

Un estudio realizado por McCallie et al. (2010) (29) determiné el patrén temporal
de expresion de miARN durante el desarrollo preimplantacional en bovinos,
utilizando secuenciacion de ARN pequefio en ovocitos y embriones en estadios que

incluyen: 1 celula, 2 celulas, 4 células, 8 células, 16 células, moérula y blastocisto.

Mediante el uso de a-amanitina, un inhibidor de la ARN polimerasa Il, se logro

diferenciar los miARN de origen materno de aquellos transcritos por el embrion,



revelando que la expresion de miARN embrionarios inicia en la etapa de dos células
y se incrementa notablemente en las etapas de morula y blastocisto (30).

Para estudiar la funcion de estos miARN, se silencid el gen DGCRS, esencial para
la biogeénesis de miARN, utilizando técnicas de ARN interferente y morfolinos.
Este bloqueo inhibid no solo la expresion de miARN embrionarios, sino también la
transicién de morula a blastocisto, lo que sugiere un papel funcional indispensable

de los miARN en esta fase del desarrollo (30).

En conjunto, estos hallazgos implican un papel esencial de los miARN en la
regulacion del desarrollo embrionario preimplantacional bovino, modulando la
transicion critica hacia el blastocisto y participando en la regulacién génica

temprana necesaria para la viabilidad y competencia embrionaria.(31)

1.7. FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE EMBRIONES EN
GANADO BOS TAURUS SUPEROVULADO:

La secuencia de eventos que conduce a la transferencia de embriones bovinos suele

comenzar con la superovulacion (9).

A pesar de una larga historia de investigacion sobre la superovulacién bovina, las
aplicaciones comerciales significativas no comenzaron hasta principios de los afios
1970. Durante unos 20 afios después, la superovulacion represent6 la principal
herramienta para la produccion de embriones de ganado (32)

A principios de la década de 1990, se inici6 la produccion comercial in vitro (PIV)
en ganado vacuno. Aunque la recogida de ovulos y la PIV se practican ahora
comercialmente a gran escala, la superovulacién y la recuperacion de embriones
mediante lavado siguen siendo un método generalizado y muy eficaz para la

produccién de embriones de ganado (17).

Esta revision cubre tanto la historia como los efectos de multiples factores sobre la
superovulacion en el ganado Bos taurus. Existen tres protocolos generales para una
programacion adecuada de los donantes antes de la FSH, de modo que haya

foliculos que respondan a las gonadotropinas disponibles (30) (33).

Los protocolos de superovulacién varian ampliamente segun la fuente de FSH, el

diluyente utilizado, la cantidad y el momento de las inyecciones de FSH y el



momento y la utilizacion de diversas prostaglandinas, dispositivos internos
controlados de liberacion de progesterona, hormona liberadora de gonadotropinas
y otros medios para controlar el desarrollo folicular y la ovulacién. La cantidad de
ovocitos que se pueden estimular para que crezcan y ovulen en cualquier donante
determinado se puede estimar mediante ecografia guiada por ultrasonido o

midiendo las concentraciones de hormona antimilleriana en la sangre (17).

Los factores relacionados con los animales que pueden influir en la eficacia de la
superovulacién incluyen la raza del ganado, la edad, la paridad, la genética, el
estado de lactancia y la historia reproductiva. Ademas, se analizan la nutricién, el
estrés, la estacion, el clima y varios factores del semen (33).

1.8. EMBRION PRODUCIDO IN VITRO EN LA PRODUCCION
GANADERA:

La abreviatura FIV se utiliza a menudo para referirse a todos los pasos que
comprenden la fertilizacion in vitro de embriones, una serie de pasos que

generalmente incluyen la maduracién in vitro, la FIV y el cultivo in vitro (9).

El embrion producido mediante la maduracion, fertilizacién y desarrollo
embrionario de ovocitos in vitro es un recurso importante para el mejoramiento
genético y tiene el potencial de mejorar la fertilidad femenina y de ser programado
para producir crias con mayor capacidad de salud y produccion (2).

El embrién cultivado también es un componente importante de diversas
tecnologias, tanto existentes como potenciales, como la edicion genética, la
clonaciéon nuclear de células somaticas, las tecnologias de células madre y la
generacion de gametos in vitro. Para aprovechar al maximo las oportunidades que
ofrece el embrion producido in vitro, sera necesario superar algunos obstaculos
técnicos para la implementacion rentable de un programa de transferencia de

embriones (15).

Entre los objetivos de investigacion para mejorar la penetracion de la transferencia
de embriones en la industria ganadera se encuentran el desarrollo de métodos para
aumentar el suministro de ovocitos de hembras genéticamente de élite, aumentar la
proporcion de ovocitos que se convierten en embriones transferibles, mejorar la

fraccion de embriones que logran la prefiez tras la transferencia, reducir el



desperdicio de prefiez tras el diagnéstico de la misma e identificar las condiciones
de cultivo para optimizar el fenotipo posnatal (15).

1.9. ANIMALES TRANSGENICOS Y SUS APLICACIONES:

En la actualidad, se estan produciendo avances en biologia molecular a un ritmo sin
precedentes., uno de ellos es la capacidad de disefiar animales transgénicos, un
animal transgénico es aquel cuyo genoma ha sido modificado para portar genes de
otra especie o para utilizar técnicas de edicién gendmica animal para obtener rasgos
especificos. Las caracteristicas de los animales se pueden cambiar alterando

deliberadamente el gen (o los genes) (34).

El gen de interés producido se coloca en una variedad de vectores, incluidos

cromosomas artificiales de levadura, plasmidos bacterianos y virus (35).

Se utilizan varias técnicas, incluido el choque térmico, la electroporacion, los virus,
la pistola genética, la microinyeccion y los liposomas, para introducir el vector
creado, que incluye el gen de interés, en la célula huésped. La transgénesis se puede
llevar a cabo en las gonadas, el esperma, los 6vulos fertilizados y los embriones

mediante microinyeccion de ADN, retrovirus, células madre y clonacion (34).

El marcador transgénico més eficaz en la actualidad es la proteina fluorescente.
Aunque la transgénesis plantea una serie de cuestiones éticas, esta revision se centra
en los fundamentos de la transgénesis animal y su uso en la industria, la medicina

y la agricultura (36).

1.10. REPRODUCCION DE VACAS LECHERAS BAJO LA INFLUENCIA
DEL ESTRES TERMICO:

La produccidn lechera es vulnerable al calentamiento global y al cambio climético.
Mejorar y mantener las tasas de concepcion (TC) tiene una importancia primordial
para la rentabilidad de cualquier empresa lechera. Existe una relacion antagénica
entre la fertilidad y la produccion de leche, y la seleccion intensiva para la
produccion de leche ha deteriorado gravemente la eficiencia reproductiva.
Independientemente de la geografia y la cria, las vacas lecheras modernas
experimentan efectos de estrés por calor (EC) que conducen a una disminucion de

la fertilidad, pero empeora en los climas tropicales (37).



La disminucion del EC conduce a un balance energético negativo, y las necesidades
reproductivas de la vaca siguen sin satisfacerse. Los efectos adversos del EC
comienzan desde el desarrollo del ovocito a lo largo de las Ultimas etapas y su
competencia para la fertilizacion; el ciclo estral y el comportamiento estral; el
desarrollo y la implantacion del embrién; en el entorno uterino; e incluso se
extienden hasta el ternero fetal. Incluso las vacas pueden volverse aciclicas bajo la
influencia del EC (38).

La evaluacion adecuada de la HS y el enfriamiento eficiente de los animales
lecheros, independientemente de su etapa de vida en la granja, es la estrategia
inmediata para reducir las disminuciones de la fertilidad. Otras estrategias de
mitigacion a largo y corto plazo para reducir las disminuciones de la fertilidad
durante la HS incluyen el cuidado de la alimentacion, la reduccion de las tasas de
enfermedades y mastitis, el uso de semen de toros enfriados, las inseminaciones
artificiales (1A) programadas, las intervenciones hormonales aliadas y el uso de

tecnologia de transferencia de embriones (39).
1.11. METODOS DE DIAGNOSTICO DE GESTACION:

Para llevar a cabo el diagnéstico de gestacion en el ganado bovino, se debe utilizar
un método preciso, seguro, econémico y que se pueda realizar de manera temprana.
Aunque varias técnicas estan actualmente disponibles en el mercado, otras siguen
todavia en desarrollo, siendo posibles herramientas diagnosticas a tener en cuenta

en un futuro de nuestra ganaderia (40).

La deteccion de la gestacion se realiza mediante palpacion manual o ecografia
transrectal y se determina la edad del feto cuando fue necesario sabe el tiempo de

gestacion estimado(41).

ETR (Ecografia transrectal) desde el dia 28 en adelante se puede diagnosticar
gestacion, dependiendo del profesional por via ecografia transrectal PTR
(Palpacion transrectal) se recomienda realizarla a partir de los 60 dias post

inseminacién o transferencia embrionaria (40).

La ETR es una técnica basada en la utilizacion de ultrasonidos en modo B,

permitiendo
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Evaluar estructuras genitales como el Gtero y los ovarios. En la actualidad, se utiliza
una sonda de tipo lineal, especifica para uso via transrectal en grandes animales vy,
con frecuencias de 5 a 7.5MHz,una de las estructuras a evaluar es la presencia de
cuerpo luteo (CL) gestacional, el cual aparece en el ovario como un area ovalada

mas ecogenica que el estroma ovarico (42).

El reconocimiento maternal de la gestacion (RMG) es el proceso fisiolégico que
permite que el CL pueda perdurar, impidiendo la luteolisis, fendmeno que ocurre

en vacas no gestantes (43).
1.12. DIVISION DE EMBRIONES:

La division de embriones es una biotecnologia de la reproduccion que se realiza en
el laboratorio con el objetivo de obtener dos embriones similares, siendo una
division celular que ocurre en el desarrollo temprano del embrion después de la

ovulacion (44).

Ooplasm Zona Pellucida
(Cytoplast)

Perivitelline Space

Vitelline Membrane. Anatomic

Also called Plasma

Membrane. Nomenclature
UFO

llustracion 1. Anatomia del embrion:

Ovulos no fecundados (OVF) recolectados el dia 7 post-estro. La clave principal
para diferenciar este OVF de una mérula es que la membrana vitelina (MV) de un
OVF es lisa alrededor del perimetro del citoplasma, a diferencia de una mérula que
presenta pequefias protuberancias (blastdémeros) que sobresalen de la superficie del
embrion. Un OVF es una entidad unicelular, mientras que una mdrula es
multicelular. Este dvulo, obviamente, tiene una sola célula con una membrana

plasmatica (MV) muy lisa (44).
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Cigoto Embridén Embridén Moérula Blastocisto
dia 2 dia 3

lustracion 2.Morula

llustracién 3. Biparticion embrionaria (mérula grado 1)

lustracion 4.Embrion de grado 1
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Embrion de grado 1. Blastocisto temprano recolectado el dia 7(44).

llustraciéon 5. Embrion degenerado

Este embrion degenerado de dos células se recogié el dia 7 después del inicio del

estro.

Los dos blastdbmeros son muy grandes, de forma ovalada y aparentemente sanos,

pero muertos.

Si esto hubiera sido recolectado del oviducto 48 horas después del inicio del estro,

seria considerado un embrién bicelular sano (44).

llustracion 6. Morula Grado 1.
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Esta es una mérula anatdmicamente perfecta

llustracion 7. Embriones viables (blastocisto grado 1)

Estadio 4, Grado 1. Se trata de un blastocisto de dia 7 anatdbmicamente perfecta.

Hay muy pocos blastdmeros extruidos fuera de la VM (44).
1.13. INTERFERON (IFN):

Hace treinta afios, se identificd un nuevo interferén (IFN) tipo | mediante la
clonacion molecular de bibliotecas de ADNc construidas a partir de ARN extraido
de embriones preimplantacionales ovinos y bovinos. Esta proteina se denominé
finalmente IFN-tau (IFNT) para destacar su expresion dependiente del trofoblasto
(45).

La funcidn del IFNT no esta relacionada con el sistema inmunitario. En cambio,
interactla con el sistema materno para iniciar el establecimiento y el mantenimiento
de la gestacion. Esta actividad es indispensable para la continuacion de la gestacion.
Nuestra revision describira como el IFNT evoluciond a partir de otros IFN tipo |

para funcionar en esta nueva funcion (46).

Los genes IFNT se han duplicado, probablemente mediante eventos de conversion,
y las mutaciones les han permitido adaptarse a su nueva funcion en sintonia con la
aparicion de diferentes especies. Se han identificado maltiples polimorfismos de

IFNT en bovinos, ovinos y caprinos (45).
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1.14. ANALISIS GENOMICO RASGOS REPRODUCTIVOS EN GANADO
BOVINO:

Las pruebas genéticas son pruebas médicas que identifica cambios en genes,
cromosomas o proteinas, sus resultados pueden confirmar o descartar una posible

afeccion genética (47).

Facilitan la seleccion animal para rasgos econdmicamente importantes, los registros
fenotipicos para un rasgo de individuos y sus parientes se utilizan para estimar los
valores de reproduccion empleando la mejor prediccion lineal insesgada (BLUP
mejor prediccion lineal insesgada) para facilitar la seleccion animal para rasgos

econdémicamente importantes (48).
Usos:

Se cree que, para la seleccion genética, la informacion a nivel de ADN puede

acelerar la progresion genética en comparacion con los datos fenotipicos solos (47).
Usos:

Es un método estadistico que utiliza relaciones entre individuos calculadas a partir
de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) para capturar relaciones en loci de
rasgos cuantitativos (QTL) (49).

Demostramos que la BLUP gendmica aprovecha no solo el desequilibrio de
ligamiento (LD) y las relaciones genético-aditivas, sino también la segregacion para
capturar relaciones en QTL. Se utilizaron simulaciones para estudiar las
contribuciones de estos tipos de informacion a la precision de los valores genéticos
estimados gendmicos (GEBV), su persistencia a lo largo de generaciones sin
reentrenamiento y su efecto en la correlacién de los GEBV dentro de las familias
(49).

Los valores genéticos para la seleccion en el mejoramiento genético de animales y

plantas
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1.15. EPIGENETICA, EN EMBRIONES TRANSFERIDOS:

El metabolismo y la epigenética, que se regulan de forma reciproca en diversos
tipos celulares, constituyen aspectos fundamentales en la adaptacion celular al
entorno (50).

Evidencia obtenida tanto en células madre como en células tumorales ha
demostrado que el estado metabdlico celular puede modificar el epigenoma,
mientras que los mecanismos epigenéticos, a su vez, controlan la expresion de
genes clave en rutas metabdlicas, afectando de esta forma el perfil del metaboloma
(51).

Esta interaccion bidireccional es posible debido a que muchos metabolitos, como
el acetil-CoA, a-cetoglutarato, S-adenosilmetionina (SAM) y NAD", actian como
sustratos o cofactores de enzimas modificadoras de la cromatina, incluyendo

histonas acetilasas/desacetilasas y metilasas/demetilasas (50).

En el contexto del embrion temprano, donde ocurre una intensa dinamica
metabolica junto con una reprogramacion epigenética profunda, comprender estas
redes regulatorias resulta crucial para entender tanto los procesos de desarrollo
embrionario como la influencia del entorno in vitro en la programacion epigenética
persistente (50) (52).

Por tanto, la optimizacién de los sistemas de cultivo embrionario in vitro no solo
debe considerar las condiciones fisicas y nutricionales, sino también como estas
pueden inducir o prevenir modificaciones epigenéticas relevantes que podrian tener
consecuencias a largo plazo en la salud y el rendimiento productivo del animal (17).
En este contexto, revisiones recientes han enfocado su andlisis en como el
metabolismo afecta la reprogramacion epigenética durante el desarrollo
preimplantacional, destacando procesos clave como la acetilacién y metilacién de
histonas y ADN (53).

Ademas, estudios emergentes en embriones bovinos han comenzado a documentar
la presencia de modificaciones epigenéticas poco exploradas, como la lactilacion
de histonas, una marca derivada del metabolismo de lactato, con potencial papel

regulador en etapas tempranas del desarrollo (54).
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Estas nuevas evidencias abren prometedoras oportunidades para identificar
objetivos epigenético-metabolicos que permitan disefiar estrategias precisas para

mejorar la competencia embrionaria in vitro y su impacto a largo plazo.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. UBICACION:

La investigacion se desarroll6 en la provincia de Morona Santiago, situada en la
region amazénica del Ecuador. Esta provincia limita al norte con Pastaza, al sur con
Zamora Chinchipe, al este con la Republica del Per( y al oeste con Chimborazo y
Azuay. Se caracteriza por una notable heterogeneidad geogréfica y climatica, que
abarca desde llanuras tropicales de selva humeda hasta areas montafiosas de la
vertiente oriental de la cordillera de los Andes. Esta diversidad confiere al territorio
un potencial particular para evaluar la interaccién entre genética animal, ambiente

y sistemas productivos.

Las muestras bioldgicas utilizadas en el estudio fueron recolectadas en cinco
cantones representativos: Sucua, Pablo Sexto, Macas, Huamboya y Sinai. Cada uno
de estos sectores presenta condiciones ecoldgicas diferenciadas, las cuales pueden
influir significativamente en la expresién fenotipica y el rendimiento productivo del

ganado bovino (55).

Suclia: Localizado en el centro de la provincia, presenta un relieve de valles
interandinos con clima calido-humedo. Su economia esta sustentada principalmente

en la ganaderia de doble propésito y la agricultura familiar.

Pablo Sexto: De topografia selvatica y clima humedo tropical, este cantdn dispone
de abundantes pastizales naturales y condiciones propicias para la cria extensiva de

bovinos.

Macas: Capital provincial y centro economico de Morona Santiago, combina
actividades agropecuarias, comerciales y de servicios, siendo la ganaderia una de

sus principales fuentes productivas (57).
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Huamboya: Territorio de significativa presencia indigena Shuar, donde la ganaderia
se practica de forma complementaria a sistemas agroforestales y modelos de

produccién sostenible.

Sinai: Se caracteriza por su orografia accidentada y limitaciones de accesibilidad,
factores que inciden en el manejo pecuario y en la eficiencia de los sistemas

ganaderos locales.

La seleccion de estos cantones como puntos de muestreo permite abordar de forma
integral la diversidad ecoldgica y productiva de la region, aportando un marco
representativo para analizar el impacto de la clonacion embrionaria en condiciones

tropicales reales (56).

Uno de los factores ambientales mas relevantes para la produccion bovina en esta
zona es la altitud, dado su efecto directo sobre la fisiologia animal, la
termorregulacion, la disponibilidad de forraje y la adaptacion genotipica. Las
altitudes registradas en los cantones evaluados oscilan entre los 600 y 1.300 metros

sobre el nivel del mar (m.s.n.m.):
Sucua: 900-1.200 m.s.n.m.

Pablo Sexto: 600-800 m.s.n.m.
Macas: 950-1.050 m.s.n.m.
Huamboya: 1.000-1.300 m.s.n.m.
Sinai: 750-900 m.s.n.m.

Estas altitudes, en conjunto con la temperatura calida y la alta humedad relativa,
generan un entorno favorable para la ganaderia extensiva. La presencia de
pastizales de mediana calidad, junto con la estabilidad térmica, permiten mantener
una productividad aceptable, siendo condiciones iddneas para estudiar la eficiencia
y adaptabilidad genémica de embriones bovinos clonados en contextos tropicales
diversos (55).

2.1.1. Pluviosidad:

La pluviosidad constituye un factor agroecoldgico critico para la produccion

bovina, ya que incide directamente en la calidad y disponibilidad de los pastos, el
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acceso al recurso hidrico y las condiciones sanitarias del hato. Un exceso o déficit
de precipitaciones puede afectar negativamente tanto la oferta forrajera como la
eficiencia reproductiva del ganado, especialmente en sistemas de manejo extensivo
(57).

En la provincia de Morona Santiago, el régimen pluviométrico se caracteriza por
ser altamente himedo, con precipitaciones abundantes distribuidas a lo largo de la
mayor parte del afio. Este comportamiento climatico, tipico de la regién amazonica,
crea un ambiente propicio para el crecimiento vegetativo, pero también puede
incrementar el riesgo de enfermedades infecciosas y parasitarias si no se aplican

précticas sanitarias adecuadas (57).

Los cantones seleccionados para este estudio presentan valores promedio anuales
de precipitacion que oscilan entre los 2.000 y 4.000 milimetros, aungue con una
distribucion irregular a lo largo del afio. Los meses con mayor concentracion de
[luvias corresponden generalmente a marzo, abril y mayo, mientras que los periodos

de menor pluviosidad suelen registrarse entre septiembre y noviembre (27).

Este patron de humedad variable influye directamente en la disponibilidad
estacional de pasto y puede generar fluctuaciones en la condicién corporal de las
hembras donantes y receptoras, afectando potencialmente los resultados
reproductivos en técnicas como la transferencia o clonaciéon de embriones. Por
tanto, comprender la dinamica del régimen hidrico local es fundamental para
interpretar el comportamiento reproductivo y la respuesta genémica del ganado

bovino bajo condiciones tropicales hiumedas (57).
2.2. TIPO DE INVESTIGACION:

La presente investigacion corresponde a un estudio experimental de caracter
cuantitativo, disefiado con el proposito de evaluar el impacto de la clonacion
embrionaria sobre pardmetros genémicos y productivos en bovinos de carne (Bos
taurus) mantenidos bajo condiciones tropicales. El objetivo principal fue
determinar la viabilidad, eficiencia bioldgica y el potencial de esta biotecnologia
reproductiva como herramienta estratégica para optimizar la productividad

ganadera en entornos con condiciones climaticas adversas.
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Mediante un disefio experimental controlado, se analizaron tanto los efectos
directos de la clonacion embrionaria sobre el rendimiento zootécnico de los
individuos, como las variaciones genéticas inducidas por los procedimientos de
superovulacion, micromanipulacién y biparticion de embriones. Esta aproximacion
integradora permitidé vincular los perfiles gendmicos observados con los posibles
efectos funcionales en genes clave asociados a la eficiencia alimentaria, crecimiento
muscular, terneza de carne y parametros reproductivos, generando evidencia
robusta sobre la aplicabilidad de estas tecnologias en sistemas de produccién bovina

en ambientes tropicales.
2.3. DISENO DE LA INVESTIGACION:

El disefio de la investigacion se plante6 como un estudio de tipo longitudinal, que
implico el seguimiento sistematico de los animales a lo largo de todas las fases
criticas del protocolo de biotecnologia reproductiva, incluyendo la induccién de
superovulacién, colecta de embriones, biparticion embrionaria, transferencia a

receptoras y evaluacion de diagndstico de gestacion.

La estructura experimental contemplé la conformacion de dos grupos
comparativos: un grupo experimental integrado por embriones clonados mediante
biparticién, y un grupo control compuesto por embriones completos no
manipulados. Esta disposicion permitié evaluar, bajo condiciones estandarizadas,
los efectos gendmicos y productivos asociados al uso de tecnologias reproductivas

avanzadas.

La seleccion de los animales incluidos en el estudio se realizd bajo criterios
rigurosos, considerando raza, estado sanitario, condicién fisioldgica y antecedentes
reproductivos, con el objetivo de reducir la variabilidad bioldgica y garantizar la

representatividad y comparabilidad de los resultados obtenidos.
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Cuadro 1.Disefio experimental para la evaluacion genémica de embriones bovinos bipartidos y

completos

Grupo Tipo de Tratamiento  NUmero Etapa de Andlisis Genes

experimental embrion  aplicado de desarrollo  gendmico evaluados

embriones realizado (SNPs)
(n)

Grupo 1 Bipartido  Biparticion 32 Blastocisto  Genotipificacion CAPN1_316,
embrionaria expandido  por PCR en CAPNL1 530,
in vitro tiempo real y CAST_2870,

secuenciacion MYO_C313Y,
MYO_E226X,
MYO_Q204X,
LEPTIN_A252T,
LEPTIN_A963,
GH1_2291,
GHR_F279Y
Grupo 2 Completo  Sin 22 Blastocisto  Genotipificacion CAPN1_316,
(control)  manipulacién expandido  por PCR en CAPN1_530,
(control) tiempo real y CAST_2870,
secuenciacion MYO_C313Y,
MYO_E226X,
MYO_Q204X,
LEPTIN_A252T,
LEPTIN_A963,
GH1_2291,
GHR_F279Y

Fuente: Elaboracién Propia.

El disefio experimental compara dos tipos de embriones bovinos (bipartidos vs.
completos), sometidos 0 no a manipulacion mecéanica (splitting embryos). Todos
los embriones fueron analizados en el estadio de blastocisto expandido. Se
utilizaron herramientas de genotipificacion molecular para detectar la presencia y
frecuencia de SNPs funcionales en genes relacionados con la calidad de la carne, el

crecimiento muscular, la eficiencia alimentaria y parametros reproductivos.
2.4. METODO DE INVESTIGACION:

La metodologia empleada en esta investigacion integré procedimientos
reproductivos tanto in vivo como in vitro, orientados a la obtencion, manipulacion
micromanipulada y transferencia de embriones bovinos. Estas técnicas fueron

complementadas con herramientas avanzadas de biologia molecular, que
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permitieron llevar a cabo un analisis genético detallado a nivel de marcadores
moleculares (SNPs), con el objetivo de caracterizar y comparar la arquitectura

gendmica entre los embriones clonados y completos.
2.4.1. Técnicas utilizadas
2.4.1.1. Seleccion de donantes de embriones

La eleccion adecuada de las vacas donantes constituye un factor critico para el éxito
de los programas de clonacion y transferencia embrionaria, ya que influye
directamente en la calidad de los embriones obtenidos y en la eficiencia
reproductiva del proceso. En este estudio, se seleccionaron hembras de la raza
Charolais, reconocida por su destacado mérito genético y su rendimiento
sobresaliente en la produccién de carne, particularmente por su alta tasa de

conversion alimenticia, crecimiento rapido y conformacion muscular superior.
La seleccion de las donantes se basé en los siguientes criterios técnicos:

Edad reproductiva optima: Se incluyeron vacas adultas entre 3 y 7 afios, con
historial reproductivo favorable, ciclos estrales regulares y sin antecedentes de
infertilidad.

Condicién corporal adecuada: Los animales presentaban una puntuacion entre 3y
4 en la escala estandar de condicién corporal (1 a 5), lo que indica un balance
energético suficiente para responder eficazmente a tratamientos de superovulacion

y garantizar una buena recuperacion postcolecta.

Estado sanitario: Se seleccionaron unicamente animales clinicamente sanos, libres
de enfermedades infecciosas y parasitarias, y con esquemas sanitarios actualizados
(vacunacion y desparasitacion), en cumplimiento con las normativas zoosanitarias

de la region amazonica.

Esta rigurosa seleccion garantizd la homogeneidad fisiologica del grupo de
donantes y contribuyo a minimizar la variabilidad experimental, permitiendo una
evaluacion precisa del impacto genomico de la clonacidn embrionaria en

condiciones tropicales.
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2.4.1.2. Seleccion de receptoras de embriones

Las vacas receptoras cumplen una funcién esencial en los programas de
transferencia y clonacién embrionaria, ya que constituyen el ambiente uterino
donde se desarrolla la gestacion, influyendo directamente en la supervivencia

embrionaria, la eficiencia reproductiva y la calidad del producto final.

En este estudio se seleccionaron hembras bovinas mestizas, ampliamente utilizadas
en sistemas tropicales por su adaptabilidad, rusticidad y buena respuesta fisioldgica.

Los criterios aplicados para su seleccion fueron los siguientes:

Sincronizacion reproductiva controlada: Las receptoras fueron sometidas a
protocolos hormonales estandarizados de sincronizacion del ciclo estral
(incluyendo prostaglandinas y dispositivos intravaginales con progesterona), con el
fin de garantizar la coincidencia precisa entre el estadio fisiologico del Gtero y la

etapa de desarrollo del embrion a transferir (morula o blastocisto).

Condicion corporal y salud general: Al igual que las donantes, las receptoras
seleccionadas presentaban un estado corporal adecuado (3 a 4 en la escala de 1 a
5), con reservas energéticas suficientes para sostener una gestacion inicial. Ademas,
se aseguraron libres de patologias reproductivas o sistémicas que pudieran
comprometer la implantacién o el desarrollo fetal, cumpliendo con protocolos
sanitarios vigentes (vacunacién y desparasitacion).

Esta seleccién y manejo preciso de las receptoras garantizé condiciones uterinas
Optimas para la transferencia embrionaria y permitié reducir al minimo los factores
ambientales o fisiolégicos que pudieran interferir con la evaluacion de los

parametros genémicos y reproductivos del estudio.
2.4.1.3. Protocolo de superovulacion

El protocolo de superovulacién implementado en este estudio tuvo como objetivo
estimular el desarrollo simultdneo de maultiples foliculos ovéricos, a traves de la
administracion controlada de hormona foliculoestimulante recombinante bovina
(BSCR-FSH) (58).

Esta fue aplicada en un esquema de dosis decrecientes durante un periodo de cuatro

dias consecutivos, con el fin de inducir una respuesta ovarica homogénea y

24



predecible, optimizando asi la sincronia folicular y la produccién de ovocitos
viables (18).

La utilizacion de FSH recombinante ha demostrado ofrecer mayor consistencia en
la respuesta superovulatoria en comparacion con preparaciones de origen porcino,
reduciendo la variabilidad individual y mejorando la calidad de los embriones
producidos (18).

Posteriormente, se administro prostaglandina F2a (PGF2a) para inducir la lutedlisis
y sincronizar la ovulacién, asegurando que la colecta embrionaria coincidiera con
el momento optimo de maduracion y fertilizacion in vivo. Esta estrategia hormonal
ha sido ampliamente validada en protocolos de sincronizacion en bovinos,

mejorando la eficiencia del programa de recoleccion embrionaria (59).

El protocolo utilizado fue adaptado conforme a la metodologia propuesta por
Gutiérrez- Reinoso et al., (2021) (60), especificamente ajustado a las condiciones
fisioldgicas y ambientales de bovinos de carne mantenidos en regiones tropicales.

La adecuada respuesta al tratamiento fue monitoreada mediante ecografia ovarica
transrectal, con el fin de verificar el desarrollo folicular y la regresion del cuerpo
luteo. Ademas, se realiz6 el registro del comportamiento estral como parametro
complementario, permitiendo validar la sincronizacion del ciclo y asegurar la

calidad de la produccion embrionaria previa a la micromanipulacion (61).
2.4.1.4. Colecta de embriones

La recuperacion embrionaria se efectud en el dia 7 posterior al estro e inseminacion
artificial, momento éptimo en el que los embriones se encuentran en el tracto
uterino en estadio de mérula o blastocisto. El procedimiento se llevé a cabo
mediante lavado uterino no quirdrgico (flushing transcervical), técnica

ampliamente validada por su eficiencia y bajo nivel de invasividad (16).

Para ello, se utilizé una solucion estéril de fosfato bufferado (PBS) precalentada a
24 °C, la cual fue introducida cuidadosamente en el lumen uterino a través de una
sonda de Foley. Posteriormente, el fluido fue recuperado por drenaje gravitacional
y recolectado en filtros estériles disefiados para la retencion de estructuras

embrionarias (62).
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Los embriones recuperados fueron identificados y evaluados bajo
estereomicroscopia de bajo aumento, clasificandolos de acuerdo con su morfologia,
grado de compactacion y estadio de desarrollo (morula temprana, mérula compacta,
blastocisto, blastocisto expandido), siguiendo los criterios establecidos por la
International Embryo Transfer Society (IETS). Esta clasificacion fue determinante
para seleccionar aquellos embriones viables que posteriormente serian destinados

al proceso de biparticion o transferencia directa (63).
2.4.1.5. Clasificacion de embriones:

La evaluacion y clasificacion de los embriones se realizd conforme a los criterios
establecidos por la International Embryo Transfer Society (IETS), los cuales
consideran parametros morfoldgicos y de desarrollo embrionario para determinar

su viabilidad y calidad reproductiva (63).

El proceso de clasificacion incluyd la observaciéon estereomicroscépica de los
siguientes estadios:
* Mérula compacta: Embrion constituido por una masa celular densa, sin evidencia
de cavitacion.
* Inicio de blastulacion: Presencia incipiente de cavidad blastocélica con
acumulacion de fluido intraembrionario.
* Blastocisto temprano: Formacion de cavidad bien definida con diferenciacion
clara entre trofoblasto y masa celular interna (ICM).
+ Blastocisto expandido: Aumento significativo del didmetro embrionario y
adelgazamiento progresivo de la zona pellcida.
» Embrion eclosionado o en proceso de eclosion: El embrion comienza a liberarse
0 ha salido completamente de la zona pellcida, indicando un alto potencial de

implantacion (66).

Solo se seleccionaron para biparticion y transferencia aquellos embriones
clasificados como Grado 1 (excelente) y Grado 2 (bueno), y que se encontraban en
estadio de mérula compacta a blastocisto expandido, con el fin de asegurar una
mayor tasa de implantacion, prefiez y desarrollo fetal exitoso, tal como lo respaldan

estudios previos en clonacion embrionaria en bovinos (64).
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2.4.1.6. Método de biparticion de embriones (Splitting Embryo):

La biparticion de embriones se realiz6 bajo condiciones estrictas de esterilidad en
un ambiente controlado de laboratorio, utilizando un sistema de micromanipulacion
asistida bajo estereomicroscopia. Esta técnica, también conocida como splitting
embrionario, permite dividir un embrién de alta calidad en dos mitades viables,

cada una con potencial de desarrollo individual (64).

El procedimiento se desarrollo de la siguiente manera:
* Se utiliz6 un microscopio invertido Olympus acoplado a un micromanipulador de
tipo joystick (ABTechnology®). Los embriones seleccionados fueron colocados en
una placa Petri de 60 mm que contenia solucion estéril Splitting Embryos ABT®,
y posicionados cuidadosamente para garantizar estabilidad durante la manipulacion
(65).

* Mediante el uso de una microcuchilla de alta precision, se efectud una incision
controlada a lo largo del eje meridional del embridn, asegurando que cada mitad
resultante contuviera una proporcion representativa tanto de la masa celular interna
(ICM) como del trofoblasto, independientemente de si se trataba de una mérula
compacta 0 un blastocisto expandido (66).
» Las dos mitades obtenidas fueron transferidas inmediatamente a un medio de
cultivo Holding Plus especifico, donde permanecieron durante 30 minutos bajo
condiciones controladas de temperatura (38.5°C) y atmosfera (5% CO2) para
evaluar su viabilidad, integridad estructural y capacidad de reexpansién. Solo
aquellas mitades que mostraron signos de recuperacion celular y estabilidad
morfolégica fueron seleccionadas para transferencia embrionaria a las receptoras
(67).

Este protocolo asegura la conservacién de la competencia embrionaria post-
micromanipulacion y maximiza las tasas de éxito en términos de implantacion y
desarrollo fetal (67).

2.4.1.7. Transferencia de embriones:

Los demi-embriones previamente evaluados como viables fueron transferidos a
hembras receptoras sincronizadas mediante un protocolo estandarizado de

inseminacion a tiempo fijo (IATF), siguiendo metodologias validadas en
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transferencia embrionaria en bovinos (9) (61). El procedimiento se realiz6 mediante
técnica no quirtrgica transcervical, bajo condiciones de asepsia y minima
invasividad, garantizando un entorno fisiologico adecuado para la implantacion
(68).

El  protocolo de transferencia  incluyd los  siguientes  pasos:
* Preparacion del animal receptor: Se realiz6 asepsia rigurosa de la region perineal,
seguida de la aplicacion de anestesia epidural sacrococcigea utilizando lidocaina al
2%, con el objetivo de inducir una sedacion ligera del tren posterior y minimizar el
estrés durante el procedimiento (68).
* Insercion del dispositivo de transferencia: Se utilizé un catéter IMV de 0,25 cc
especializado para transferencia embrionaria, el cual fue introducido
cuidadosamente a través del canal cervical hasta alcanzar el cuerno uterino
ipsilateral al ovario portador de un cuerpo lateo funcional, previamente identificado
por palpacion rectal 0 ecografia (69).
* Deposicion del demi-embrion: EI embrion fue liberado suavemente en la luz del
cuerno uterino, cerca de la union uterotubarica, asegurando una localizacion
anatomica Optima que favorezca la implantacion. Se tuvo especial cuidado en
minimizar el trauma endometrial y evitar contracciones uterinas inducidas por

manipulacion (70).

Este procedimiento estandarizado permiti06 mantener la viabilidad post-
transferencia de los demi-embriones y favorecié tasas de prefiez adecuadas,
representando una estrategia eficiente para evaluar el comportamiento reproductivo

de embriones clonados en condiciones tropicales (67).
2.4.1.8. Diagnostico de gestacion:

El diagnostico de gestacion fue realizado mediante ultrasonografia transrectal de
alta resolucion, llevada a cabo en dos momentos clave: a los 30 y 60 dias posteriores
a la transferencia embrionaria. Esta técnica permitio confirmar la prefiez de forma
temprana y no invasiva, evaluando los principales indicadores de viabilidad

embrionaria y desarrollo fetal (71).

Durante la  ecografia se registraron los siguientes  parametros:

* Presencia de la vesicula embrionaria y su localizacion dentro del lumen uterino.
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 Deteccion del latido cardiaco fetal, como confirmacién de vitalidad embrionaria.
* Evaluacion del crecimiento y morfologia fetal, en funcién del estadio gestacional
estimado, verificando la progresion del desarrollo embrionario conforme a los

estandares fisioldgicos para bovinos (72).

Este procedimiento diagnostico permitié determinar la eficiencia reproductiva post-
transferencia y monitorear el impacto de la biparticién embrionaria sobre el éxito
de implantacion y gestacion temprana en bovinos de carne bajo condiciones

tropicales (71).
2.4.1.9. Analisis genomico:

Para la caracterizacion gendémica de los individuos nacidos, se recolectaron
muestras biologicas mediante la extraccion de aproximadamente 60 foliculos
pilosos de la region caudal de cada ternero. Este tipo de muestra, ampliamente
validado por su facilidad de obtencién y adecuada conservacién del material
genético, fue utilizado como fuente primaria de ADN gendmico (73).

La extraccion del ADN se realizd utilizando kits comerciales estandarizados,
disefiados especificamente para tejidos queratinizados, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La calidad y concentracién del ADN extraido
fueron verificadas mediante espectrofotometria UV-Vis, evaluando la pureza a
través de los coeficientes de absorcion a 260/280 nm (74).

Posteriormente, se procedio a la amplificacion y secuenciacién de loci génicos
asociados a caracteristicas productivas y de calidad de carne, con especial énfasis
en la identificacion de polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs). Estos
marcadores moleculares permitieron comparar la arquitectura gendémica entre
terneros nacidos de embriones bipartidos y completos, estableciendo posibles

asociaciones con rasgos de interés zootécnico y reproductivo (75) .
2.4.1.10. Extraccion de ADN y Tipificacion genes de Interés Comercial:

La extraccion de ADN genomico se realizé a partir de foliculos pilosos utilizando
la tecnologia de perlas magnéticas mediante el kit MagMAX™ CORE Nucleic
Acid Purification Kit (Applied Biosystems™), siguiendo estrictamente los

protocolos y recomendaciones proporcionados por el fabricante (76). Este método
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permitié obtener ADN de alta calidad a partir de tejidos queratinizados, adecuado
para andlisis genémicos de alta resolucion (77).

Posteriormente, la concentracion y pureza del ADN extraido fueron evaluadas
mediante espectrofotometria UV-Vis, empleando el equipo NanoDrop™ Lite
(Thermo Fisher Scientific™), verificando los indices de absorbancia 260/280 nm

para confirmar la integridad del material genético (76).

Una vez asegurada la calidad del ADN, se procedi6 a la genotipificacion de las
muestras mediante arrays comerciales de alta densidad. Se utilizaron los chips
Axiom™ Bovine Genotyping v3 Array (Thermo Fisher), que contienen
aproximadamente 63.000 SNPs, y el Axiom™ Bovine Genotyping 100K Array,
con una cobertura de 100.000 SNPs distribuidos en todo el genoma bovino. En
algunos casos, se aplicaron arrays equivalentes con caracteristicas similares de

cobertura gendmica (77).

El proceso de hibridacion y escaneo fue llevado a cabo mediante el sistema
automatizado GeneTitan™ Multi-Channel (MC) Instrument, disefiado para
plataformas de genotipificacion masiva en formato array (78). La interpretacién y
andlisis de los datos obtenidos se realizaron utilizando el software especializado
Axiom™ Analysis Suite, siguiendo las recomendaciones técnicas del fabricante
para el procesamiento de llamadas genotipicas, control de calidad y filtrado de
SNPs (79).

Este enfoque permitio obtener perfiles genéticos robustos y comparables entre los
terneros provenientes de embriones bipartidos y completos, facilitando la
identificacion de variaciones alélicas relevantes para caracteristicas productivas y

reproductivas (79).
2.4.1.11. Analisis bioinformatico:

El andlisis bioinformético de los datos genotipicos obtenidos a partir del chip de
alta densidad para bovinos fue implementado inicialmente utilizando el software
Axiom™ Analysis Suite version 4.0.3.3 (Thermo Fisher Scientific®), el cual fue
desplegado sobre una maquina virtual alojada en la infraestructura de Google Cloud
Platform, mediante un bucket de procesamiento asignado a Biotecgen SAS. Para el

mapeo y alineamiento de las secuencias, se utilizd como referencia el genoma
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bovino ARS-UCD1.2 (bosTau9, NCBI), reconocido por su alta resolucion y
actualizacion estructural (80).

En la fase inicial, se importaron los archivos de microarreglos en formato CEL,
generados por el sistema GeneTitan™, y se procedio al calculo automatizado de las
métricas de calidad, incluyendo Dish Quality Control (DishQC), taxa de calidad
global (QC call rates) y evaluacion por placas (Plate Quality Metrics), segun los

parametros estandar recomendados por el fabricante Thermo Fisher (2022) (80).

Una vez superadas las etapas de control de calidad, se ejecutd el proceso de llamado
de genotipos (genotype calling), asignando cada variante a su correspondiente alelo
con base en los datos del array y el genoma de referencia. El analisis posterior de
variantes incluyé la identificacion, anotacion y filtrado de polimorfismos de
nucledtido Unico (SNPs), asi como la deteccion de pequefias inserciones y
deleciones (indels), utilizando filtros de confianza y cobertura que garantizaron la
robustez del dataset (81).

Este enfoque permitié construir perfiles gendmicos comparativos de alta
resolucion, fundamentales para evaluar la arquitectura genética y sus implicaciones
productivas y reproductivas en embriones bovinos clonados versus no clonados

bajo condiciones tropicales (81).

Cuadro 2.1dentificacion de SNPs:

GEN SNP DESCRIPCION OBSERVACION
CALPAINA CAPN1 316 Diversos estudios han El individuo posee cero
CAPN1 530 demostrado que los (0);_una (1); o dos
- animales portadores de copias (2), del alelo
favorable

los alelos favorables para

los SNPs localizados en rTstectlvamente. NA

el gen CAPNL, alelono

tienden a presentar

carnes mas tiernas. Determinado
CALPASTATINA CAST_2870 El gen de la calpastatina  El individuo posee cero

se expresa en el musculo  (0) ;una (1) ; o dos

esqueletico copias (2), del alelo
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MIOSTATINA

LEPTINA

GH1

MYO_C313Y
MYO_E226X
MYO_Q204X

LEPTIN_A252T
LEPTIN_A963

GH1_2291

inhibiendo la protedlisis
de la carne post mortem,
esto favorece la

variabilidad de la terneza
de la carne

Variantes en: C313Y
E226X,E291X, Q204x,
S105C, F94L. Podrian
ser

clasificadas como No
beneficiosas porque a
pesar de que estan

asociadas con un
aumento de la terneza de
la carne, causan doble

musculatura, altos pesos
al nacimiento e
incrementos de la
distocia

que pueden causar
dificultad en el parto.

Este gen interviene en la
regulacion del apetito, la
deposicion de

grasa y el metabolismo
del animal, también
puede afectar rasgos

como la produccion de
leche, el equilibrio
energéticoy la

reproduccion.

El gen de la hormona del
crecimiento bovina,
desempefia una
importante

funcion en la lactancia y
procesos de crecimiento.
El alelo favorable est4

favorable
respectivamente.

El individuo posee cero
(0); una (1); o dos
copias (2) , del alelo
favorable
respectivamente.

El individuo posee cero
(0) ;una (1) ; o dos
copias (2), del alelo
favorable
respectivamente.

El individuo posee cero
(0) ; una (1) ; odos
copias (2) , del alelo
favorable
respectivamente.
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asociado con una mayor
produccién de grasa
lactea y porcentaje de

proteina.

GHR GHR_F279Y GHR juega un papel El individuo posee cero
importante en el inicioy  (0); una (1); o dos
mantenimiento de la copias (2), del alelo

favorable

lactancia. El alelo
"favorable": Aumenta la
produccion de leche,
caseina

respectivamente.

y lactosa y disminuye la
produccion de proteinas
y grasas.

Fuente: Elaboracion Propia

La identificacidn de estos polimorfismos se realizé mediante PCR y secuenciacion
directa, permitiendo correlacionar las variantes genéticas con los pardmetros

productivos observados en los bovinos clonados.
2.5. ANALISIS DE RESULTADOS Y PROCESAMIENTO DE DATOS:

El anélisis de los datos generados en esta investigacion se realizd6 mediante la
aplicacion de herramientas estadisticas robustas y técnicas bioinformaticas
especializadas, con el propdsito de evaluar la asociacion entre los polimorfismos
genéticos identificados y los parametros productivos observados en bovinos

clonados mantenidos en ambientes tropicales (79).

Para el analisis genético, se utilizaron secuencias de ADN extraidas a partir de
foliculos pilosos de los animales nacidos, las cuales fueron procesadas mediante
metodologias de amplificacion génica por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), seguidas de secuenciacion Sanger o, en algunos casos, mediante plataformas
de secuenciacién de nueva generacién (NGS). Estas técnicas permitieron la
deteccidn precisa de polimorfismos de nucle6tido unico (SNPs) en genes relevantes
vinculados con caracteristicas productivas, como la calidad composicional de la

leche y la eficiencia metabdlica del animal (49).
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La genotipificacion fue realizada utilizando software bioinformatico especializado,
lo que permitio identificar el genotipo especifico de cada individuo en relacién con
los SNPs evaluados. Posteriormente, los datos genéticos fueron correlacionados con
indicadores fenotipicos productivos, incluyendo la cantidad de leche producida, su
composicion (grasa, proteina, solidos totales) y parametros tecnoldgicos asociados
al rendimiento industrial de la leche (47).

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando plataformas como SPSS® y R,
mediante las cuales se aplicaron modelos de analisis de varianza (ANOVA),
regresiones lineales multiples y pruebas de significancia (p < 0.05) para determinar
diferencias genotipicas entre los grupos experimentales (clonados vs. controles).
Esta metodologia permiti6 establecer asociaciones significativas entre
determinados SNPs y el desempefio productivo, lo que respalda la hipdtesis de que
la clonacion embrionaria puede conservar o incluso potenciar alelos favorables bajo

condiciones ambientales tropicales (82).

En conjunto, estos resultados refuerzan el potencial de la clonacion como
herramienta de mejora genética en sistemas ganaderos tropicales, al demostrar que
los perfiles gendmicos obtenidos se correlacionan positivamente con rasgos

productivos clave (24).
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CAPITULO I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

En el siguiente apartado se presentan los resultados del analisis comparativo de
frecuencias genotipicas en SNPs estratégicos relacionados con la funcionalidad
productiva en bovinos clonados y no clonados, evaluando diferencias entre
embriones bipartidos y completos como modelo para identificar efectos potenciales

de la clonacion sobre la arquitectura genética bajo condiciones tropicales.
Cuadro 3.Frecuencia relativa de genotipos por SNPs funcional en embriones bovinos bipartidos

y completos (Bos taurus).

SNP Tipo embrién GENOTIPO/N COPIAS
0 1 2
CAPN1_316 Bipartido 8/32 (25)aA 20/32 (62.5)bA 4/32 (12.5)cA
Completo 13/22 (59.09)aB 9/32 (40.90)aB 0/22 (0)bB
0 1 2
CAPN1_530 Bipartido 2/32 (6.25)aA 20/32 (62.5)bA 10/32 (31.25)cA
Completo 2 /22 (9.09)aA 10/22 (45.45)bB 10/22 (45.45)bB
0 1 2
CAST_2870 Bipartido 5/32 (15.32)aA 21/32 (65.62)bA 6/32 (18.75)aA
Completo 2/ 22 (9.09)aA 13/22 (59.09)bA 7/22 (31.81)aB
0 1 2
MYO_C313Y Bipartido 18/32 (56.25)aA 14/32 (43.75)aA 0/32 (0)bA
Completo 16/22 (72.72)aB 6/22 (27.27)bB 0/22 (0)cA
0 1 2
MYO_E226X Bipartido 20/32 (62.5)aA 12/32 (37.5)bA 0/32 (0)cA
Completo 19/22 (86.36)aB 3/22 (13.63)bB 0/22 (0)cA
0 1 2
MYO_Q204X Bipartido 23/32 (71.87)aA 8/32 (25)bA 1/32 (3.12)cA
Completo 20/22 (90.90)aB 2/22 (9.09)bB 0/22 (0)bA
0 1 2
LEPTIN_A252T Bipartido 8/32 (25)aA 18/32 (56.25)bA 6/32 (18.75)aA
Completo 5/22 (22.72)aA 12/22 (54.54)bA 5/22 (22.72)aA
0 1 2
LEPTIN_A963 Bipartido 12/32 (37.5)aA 16/32 (50)aA 4/32 (12.5)bA
Completo 5/22 (22.72)aB 13/22 (59.09)bA 4/22 (18.18)aA
0 1 2
GH1 2291 Bipartido 10/32 (31.25)aA 10/32 (31.25)aA 12/32 (37.5)aA
Completo 5/22 (22.72)aA 10/22 (45.45)bA 7/22 (31.81)abA
0 1 2
GHR_F279Y Bipartido 14/32 (43.75)aA 14/32 (43.75)aA 4/32 (12.50)bA
Completo 6/22 (27.27)aB 14/22 (63.63)bB 2/22 (9.09)cA

35



SNP-GEN= marcadores moleculares de genes; Bipartido= embrién clonado
(splitting embryos) ; Completo= control (no clonado) El individuo posee cero (0);

una (1); o dos copias (2), del alelo favorable respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia

Con el propdsito de evaluar el impacto genémico de la clonacion embrionaria en
bovinos de carne bajo condiciones tropicales, se realizd un anélisis comparativo de
frecuencias genotipicas en SNPs funcionales entre dos grupos experimentales:
embriones bipartidos (producto de técnicas de micromanipulacion-in vitro) y
embriones completos (no manipulados). El analisis se centrd en genes asociados a
caracteristicas productivas (tales como terneza, desarrollo muscular y eficiencia
alimenticia), asi como en su posible relacion con parametros reproductivos y de
fertilidad, debido a la participacion de estos genes en procesos celulares claves
como la diferenciacion embrionaria, la receptividad uterina y el metabolismo
hormonal (83).

La evaluacion incluy6 diez SNPs distribuidos en seis genes funcionales: CAPN1,
CAST, MYO1G, LEPTIN, GH1 y GHR. Estos marcadores fueron seleccionados por
su relevancia en estudios previos y su potencial para influir tanto en el rendimiento
productivo como en el éxito reproductivo de animales de alto valor genético. Las
frecuencias genotipicas obtenidas fueron analizadas mediante pruebas estadisticas
de comparacién entre proporciones y analisis de significancia p <0,05, usando letras
minusculas (a, b, ¢) para distinguir diferencias entre genotipos dentro de cada grupo

y letras mayusculas (A, B) para identificar diferencias entre tipos de embrién (84).

En la tabla 3. Los resultados mostraron patrones de conservacién alélica en la
mayoria de los genes evaluados, aunque se identificaron diferencias significativas
en loci especificos como CAPN1 316, MYO_Q204X y GHR_F279Y. En general,
se observd una mayor proporcion de genotipos heterocigotos en embriones
bipartidos, lo que sugiere una posible influencia del proceso de biparticion sobre la
distribucion genética. Este hallazgo es relevante ya que podria estar asociado con
efectos epigenéticos o alteraciones minimas durante la divisién embrionaria, sin

comprometer la viabilidad ni el valor productivo de los individuos generados.(85).
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Asimismo, se identificaron SNPs como LEPTIN_A252T y GH1 2291 con alta
frecuencia de genotipos funcionales en ambos grupos, lo cual sugiere una
estabilidad genética en estos loci, incluso bajo intervencién biotecnoldgica. Estas
variantes han sido previamente asociadas con eficiencia alimenticia, inicio
temprano de pubertad y regulacion endocrina, aspectos clave para maximizar la

fertilidad en sistemas de produccion intensivos (86).

Cada gen analizado es discutido en detalle a continuacion, integrando su relevancia
funcional, las diferencias observadas entre embriones bipartidos y completos, y su
potencial aplicacién en programas de seleccion genética asistida por marcadores.
El anélisis genémico de SNPs en genes asociados a la calidad de la carne ha
revelado también su posible implicacion en rasgos reproductivos y de fertilidad. La
evaluacion entre embriones bipartidos y completos permite identificar patrones de
conservacion alélica y su relacion funcional con la eficiencia productiva bajo

condiciones tropicales (83).

Figura 8. Distribucion de genotipos del SNP CAPN1 316 en embriones

bipartidos y completos de bovino.

El gen CAPN1 codifica una calpaina asociada a la terneza de la carne. Los
embriones bipartidos mostraron mayor presencia del genotipo 1 (62.5%4), mientras
que los completos concentraron el genotipo 0 (59.0924), considerado menos
favorable. Estudios de Page et al. (2002) (87) y White et al. (2005) (88), han
sefialado que el genotipo 1/2 presenta beneficios en la terneza sin afectar
negativamente la productividad. Se evidencia una diferencia significativa entre tipo

de embrion (A # B) en el genotipo 1.
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Distribucién de Genotipos para CAPN1_316

Bipartido
B Completo

Frecuencia (%)

llustracion 8.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP CAPN1_316 (asociado a la
terneza de la carne) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes para

cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracién Propia

Los embriones bipartidos mostraron mayor frecuencia del genotipo heterocigoto
(1%4), mientras que en los completos predomino el homocigoto desfavorable (025).
Este gen esta relacionado con la terneza de la carne post-mortem debido a su
funcién proteolitica (87).

Nuestros resultados sugieren que la biparticion de embriones puede favorecer la
retencion del alelo favorable, coherente con estudios de White et al. (2005) (88) ,
quienes destacaron que el genotipo 1/2 se asocia con mejor terneza sin comprometer
el crecimiento. Sin embargo, también estan relacionados con el remodelado del
citoesqueleto y procesos de apoptosis embrionaria, los cuales pueden influir en la
viabilidad embrionaria (89). En nuestros datos, el genotipo heterocigoto 1 fue mas
frecuente en embriones bipartidos (62.5,1), sugiriendo una posible ventaja
adaptativa durante el desarrollo in vitro.

Figura 9. Distribucién de genotipos del SNP CAPN1 530 en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El alelo 2, favorable para suavidad de carne, fue mas comdn en embriones
completos (45.45¢4). No se observaron diferencias significativas entre grupos (A).
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(Koohmaraie et al. (2002) (90), demostraron que este SNP tiene relacion directa
con menor resistencia de corte.

Distribucién de Genotipos para CAPN1_530

Bipartido
60} mmm Completo

501

Frecuencia (%)

lustracion 9.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP CAPN1_530 (implicado en la
degradacion de miofibrillas) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes
para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).

Fuente: Elaboracién Propia

Se observo mayor frecuencia de genotipos favorables (14 y 2¢4) en ambos grupos,
con ligera ventaja en los embriones completos. Segin Koohmaraie et al. (2002)
(90), el alelo 2 se asocia con menor dureza de carne. Aunque no hubo diferencias
significativas entre tipos de embridén (A), la presencia simultanea de los tres
genotipos indica buena conservacion genética del locus. Sin embargo, también
estan relacionados con el remodelado del citoesqueleto y procesos de apoptosis
embrionaria, los cuales pueden influir en la viabilidad embrionaria (89). En nuestros
datos, el genotipo heterocigoto 1 fue mas frecuente en embriones bipartidos

(62.5,x), sugiriendo una posible ventaja adaptativa durante el desarrollo in vitro.

Figura 10. Distribucion de genotipos del SNP CAST 2870 en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El gen CAST regula calpastatina, inhibidor de calpaina. Ambos tipos de embrion
muestran predominancia del genotipo 1. Segin Casas et al. (2006) (91), este
genotipo mejora la calidad de carne. No se detectaron diferencias entre grupos (A).
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lustracion 10.Distribucion de frecuencias (%) genotipicas del SNP CAST_2870 (relacionado con
la inhibicion de la protedlisis post-mortem) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran

los porcentajes para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracién Propia

Los embriones completos mostraron mayor frecuencia del genotipo 2¢4, mientras
que los bipartidos se concentraron en 14, EI gen CAST regula la actividad calpaina-
calpastatina y afecta la degradacion muscular. De acuerdo con Casas et al. (2006)
(91), el genotipo 1/2 contribuye a mejorar la calidad carnica. Esta diferencia sugiere
que los embriones bipartidos mantienen una estructura genética intermedia
favorable. El gen CAST inhibe la accion de la calpaina y regula la degradacion
proteica. Su modulacion esta implicada en el mantenimiento del tejido uterino y la
implantacion embrionaria. Abo-Ismail et al. (2018) (91), encontraron asociacién
entre este gen y eficiencia alimentaria, lo que indirectamente impacta la capacidad
reproductiva de hembras altamente productivas.

Figura 11. Distribucion de genotipos del SNP MYO_C313Y en embriones
bipartidos y completos de bovino.

Este SNP afecta el desarrollo muscular. Aunque el genotipo 2 esta ausente, se
observa que los bipartidos conservan mayor heterocigosidad (43.75*4) (92) ,
destacan este gen en relacion con masa muscular. Hay diferencia entre tipo de
embrion en el genotipo 1 (A # B).
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Distribucién de Genotipos para MYO_C313Y
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lHustraciéon 11.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP MYO_C313Y (involucrado
en el desarrollo muscular) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes

para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracién Propia

Ambos grupos presentaron solo los genotipos 02 y 1°, con dominio del homocigoto
desfavorable (0). EI gen MYO1G se ha asociado con la deposicion o crecimiento
muscular. La baja frecuencia del alelo 2 en ambos grupos coincide con lo reportado
por Bhuiyan et al. (2009) (92), indicando que este marcador no es comdn en razas
tropicales de carne.

Figura 12. Distribucién de genotipos del SNP MYO_E226X en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El genotipo 0 predomind en ambos grupos, con mayor frecuencia en completos
(86.36**). (93), indican que este SNP influye en el area del ojo del lomo. Hay

diferencias significativas entre grupos en el genotipo 1 (A # B).
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lHustracién 12.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP MYO_E226X (marcador
relacionado con la eficiencia muscular) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los

porcentajes para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracién Propia

Similar al anterior, s6lo se detectaron los genotipos 02 y 1°. La mayor frecuencia de
024 en completos indica estabilidad genética, aunque con menor valor funcional.
Investigaciones como las de Rincker et al. (2006) (93), reportan que este gen afecta

el area del ojo del lomo y la conversion alimenticia

Figura 13. Distribucién de genotipos del SNP MYO_Q204X en embriones
bipartidos y completos de bovino

Este SNP influye en eficiencia muscular. El alelo 2 solo se observo en bipartidos
(3.12¢4). (94), reportaron su baja frecuencia en lineas cruzadas. Se observa una

diferencia en el genotipo 1 entre grupos (A # B).
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lustracion 13.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP MYO_Q204X entre
embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes para cada genotipo/copia del alelo
favorable (0, 1, 2).

Fuente: Elaboracion Propia

Este marcador mostro ligera presencia del alelo 2¢ en embriones bipartidos, ausente
en los completos. Dado que el gen MYO3A influye en eficiencia muscular, la
presencia de este alelo solo en bipartidos podria deberse a recombinacion
diferencial durante la biparticion. Esta rareza genética ha sido reportada por Leal-
Gutiérrez et al. (2018) (94) , en lineas cruzadas. Los SNPs del gen MYOL1G estan
relacionados con el crecimiento muscular, pero también con la dinamica del
citoesqueleto, esencial durante la compactacion embrionaria y la morfogénesis
(95).La ausencia del alelo 2 en MYO_C313Y y MYO_E226X en ambos grupos
puede indicar una seleccion natural contra variantes que interfieren con la
estabilidad embrionaria. La deteccion exclusiva del genotipo 2 en bipartidos en
MYO_Q204X sugiere un evento de segregacion diferencial durante la biparticién
embrionaria.

Figura 14. Distribucion de genotipos del SNP LEPTIN_A252T en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El gen LEPTIN modula saciedad y grasa. Buchanan et al. (2002) (96), demostraron
que el alelo T (2) mejora marmoleo. No se observaron diferencias significativas
entre tipos de embrion (A).
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lHustracién 14.Distribucién de frecuencias (%) genotipicas del SNP LEPTIN_A252T (asociado a
regulacién energética y marmoleo) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los

porcentajes para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).

Fuente: Elaboracién Propia

No hubo diferencias significativas entre grupos, con predominancia del genotipo
1°. Este gen regula la lipogénesis y saciedad. Segin Buchanan et al. (2002) (96) , el
alelo T (2) se asocia con mayor marmoleo. Su frecuencia equilibrada sugiere buena

retencion de la variabilidad.

Figura 15. Distribucion de genotipos del SNP LEPTIN_A963 en embriones
bipartidos y completos de bovino.

Este SNP esté relacionado con eficiencia alimentaria (97). Ambos tipos de embrion

muestran perfiles similares, sin diferencias significativas (A).
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llustracion 15.Distribucion de frecuencias (%) genotipicas del SNP LEPTIN_A963 (marcador
vinculado a eficiencia alimenticia) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los

porcentajes para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracién Propia

El genotipo 1° domin6 en ambos tipos de embrion. De acuerdo con Nkrumabh et al.
(2004) (97) , este SNP esta correlacionado con el consumo residual y eficiencia
alimentaria. La conservacion de este perfil es deseable para la industria carnica
intensiva. LEPTIN no solo regula el apetito y el metabolismo lipido, sino también
la receptividad uterina y el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal. Buchanan et al.
(2002) (96) y Nkrumah et al. (2004) (97), demostraron que variantes en LEPTIN
estan asociadas con la edad a la pubertad, el inicio de la actividad luteal y el
intervalo entre partos. En este estudio, la alta frecuencia del genotipo 1
(heterocigoto) indica un posible equilibrio funcional entre eficiencia alimenticia y
capacidad reproductiva.

Figura 16. Distribucion de genotipos del SNP GH1 2291 en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El gen GH1 regula crecimiento. Lucy et al. (2001) (98), describen que el genotipo
1/2 favorece desarrollo. Se observé mayor heterocigosidad en completos.

Diferencias leves en genotipo 1 (A # B).

45



Distribucién de Genotipos para GH1_2291

mmm Bipartido
Il Completo

40

w
o

20¢

Frecuencia (%)

101

lustracion 16.Distribucion de frecuencias (%) genotipicas del SNP GH1 2291 (codifica la
hormona de crecimiento) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes

para cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).
Fuente: Elaboracion Propia

Se observd mayor heterocigosidad (1Y) en completos, mientras que bipartidos
mostraron una distribucién mas homogénea entre los tres genotipos. El gen GH1
regula el crecimiento y metabolismo. Lucy et al. (2001) (98), encontraron que el
genotipo 1/2 se asocia con eficiencia alimenticia y desarrollo muscular temprano
Figura 17. Distribucion de genotipos del SNP GHR_F279Y en embriones
bipartidos y completos de bovino.

El receptor de GH influye en eficiencia productiva (99), observaron ventajas del
alelo 1. Aqui, el genotipo 1 fue méas frecuente en completos, con diferencia

significativa entre tipos de embrion (A # B).
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llustracién 17.Distribucion de frecuencias (%) genotipicas del SNP GHR_F279Y (implicado en
la ganancia de peso) entre embriones bipartidos y completos. Se muestran los porcentajes para
cada genotipo/copia del alelo favorable (0, 1, 2).

Fuente: Elaboracién Propia

Los embriones completos mostraron mayor frecuencia del genotipo 18, relacionado
con sensibilidad a la hormona de crecimiento. Estudios como Viitala et al., (2006)
(99) , destacan su importancia en la ganancia diaria de peso. La diferencia con los
bipartidos podria explicarse por la seleccion alélica no dirigida durante la
biparticion. EIl sistema hormona del crecimiento/receptor de GH es fundamental
para la maduracion folicular, la secrecion de IGF-1y la implantacion (92) (99). En
embriones completos, se observé mayor frecuencia del genotipo 1 en GHR_F279Y,
lo que podria indicar una mejor respuesta fisiologica a la GH y mayor eficiencia
reproductiva. En GH1 2291, ambos grupos presentaron una distribucion
equilibrada, lo que sugiere estabilidad genética en este locus.

Los resultados evidencian que varios genes tradicionalmente asociados con
caracteristicas carnicas estan funcionalmente vinculados a procesos reproductivos
claves como la implantacion, maduracion folicular y metabolismo uterino. Esto
refuerza la necesidad de integrar el analisis gendmico con evaluaciones
reproductivas en biotecnologias como la clonacidn, especialmente en ambientes
tropicales donde las condiciones de seleccidn natural son mas exigentes (92) (99).
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Impactos técnicos, sociales, econdmicos y ambientales

Los impactos técnicos incluyen la manipulacion de genes para crear individuos
idénticos con un fin especifico

El impacto social representa una alternativa positiva ya que interviene en la vida
mejorando la productividad y conservacion de razas generando un impacto
econdémico de alto costo como es la clonacion de embriones que representa una
cantidad economica elevada

El estudio muestra un impacto ambiental positivo no produce ningan dafio con el

medio ambiente (100).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:
e Conclusion 1 - En relacion con el Objetivo Especifico 1
El anélisis comparativo de variabilidad genética entre embriones bipartidos y
completos revelo diferencias significativas en loci especificos, como CAPN1 316,
GHR_F279Y y MYO_Q204X, donde se evidencio una mayor heterocigosidad en los
embriones bipartidos. Esta mayor diversidad puede reflejar una respuesta
compensatoria al proceso de biparticion o a efectos epigenéticos inducidos durante
la micromanipulacién.Por tanto, la expresion génica y la diversidad alélica
mantenida o modulada por la clonacion podria tener implicaciones positivas sobre
la adaptabilidad embrionaria y la fertilidad futura.
e Conclusién 2 — En relacion con el Objetivo Especifico 2

La evaluacion de parametros reproductivos inferidos desde los perfiles genémicos,
como LEPTIN, GH1 y GHR, presentan asociaciones funcionales directas con rasgos
reproductivos como la maduracion folicular, la actividad del cuerpo lGteo y la
eficiencia endocrina, el mantenimiento del genotipo favorable GHR_F279Y en
embriones completos y bipartidos indica una posible estabilidad funcional frente al
estimulo de GH, esencial para la implantacion exitosa. Asimismo, LEPTIN mostro
una distribucidn genotipica estable en ambos grupos, lo que sugiere su conservacion
como modulador de la receptividad uterina. Estos hallazgos evidencian que la
clonacién embrionaria no interfiere negativamente en los determinantes genéticos
de la fertilidad, sino que, en ciertos casos, puede potenciar perfiles reproductivos

favorables al combinar alta productividad con integridad reproductiva.
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RECOMENDACIONES:

Implementar protocolos de seleccion genomica previos a la clonacion
embrionaria.

Se recomienda realizar una evaluacion gendmica exhaustiva de los donantes
y preembriones antes de la biparticién, con énfasis en SNPs funcionales
asociados tanto a la productividad como a la fertilidad (CAPN1, CAST,
LEPTIN, GH1, GHR). Esta préactica optimiza la eleccion de individuos
genéticamente superiores y asegura la conservacion de perfiles favorables
en la descendencia clonada.

Integrar la clonacién embrionaria con estrategias de mejora genética asistida
por marcadores.
La clonacion debe considerarse una herramienta complementaria en
programas de seleccion genética, no como un fin en si misma. Su uso
estratégico junto a tecnologias como MAS permitird no solo la
multiplicacién de individuos élite, sino también el fortalecimiento de rasgos
reproductivos claves sin pérdida de diversidad genética.

Monitorear longitudinalmente la descendencia clonada para validar
funcionalidad reproductiva. Aunque los resultados gendmicos revelan
estabilidad entre embriones bipartidos y completos, se recomienda seguir a
la descendencia hasta la madurez reproductiva. Asi se podra validar que los
perfiles SNP favorables se traducen en parametros fisiologicos 6ptimos
como pubertad temprana, tasas de concepcion y eficiencia reproductiva.
Realizar estudios transcriptomicos Yy epigenéticos complementarios.
Se sugiere profundizar el andlisis con estudios de expresion génica y
metilacion del ADN para comprender cémo la clonacion puede modular la
epigenética embrionaria, especialmente en genes con doble funcion
(productiva-reproductiva). Esto es relevante en ambientes tropicales, donde
el estrés térmico puede exacerbar diferencias epigendmicas entre tipos de
embrion.

Fortalecer capacidades en biotecnologia reproductiva aplicada a sistemas
tropicales.

Dada la viabilidad técnica y genética demostrada, se recomienda fomentar
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la formacion de equipos técnicos en el uso de biotecnologias reproductivas
avanzadas, incluyendo la biparticion embrionaria, para consolidar su
aplicacion en contextos tropicales, asegurando la sostenibilidad de la

produccién bovina.

e Crear bancos gendmicos regionales de lineas carnicas adaptadas al tropico.

Finalmente, es indispensable establecer bases de datos gendmicos que
permitan el seguimiento y comparacion de perfiles genéticos adaptativos,
especialmente de embriones clonados, con el objetivo de fortalecer las
decisiones reproductivas, comerciales y de conservacion genética en

bovinos de carne.
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