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RESUMEN

El estudio se realizd en el Centro Experimental Illpa de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Altiplano - Puno, los objetivos fueron: a)
Determinar la respuesta superovulatoria cuantificando foliculos y cuerpos luteos a la
aplicacion de tres protocolos en borregas donadoras; b) Determinar la cantidad y calidad
de embriones por cada protocolo aplicado y ¢) Determinar el porcentaje de prefiez de
receptoras de embriones transferidas a tiempo fijo en borregas Corriedale. Para el estudio
se emplearon tres protocolos de superpoblacion, protocolo 1 consistio en la aplicacion de
esponja intravaginal, 15000 Ul de eCG y GnRH 8 ug y una colecta de embriones a los
18 dias, protocolo 2 consistio en la aplicacién de esponja intravaginal, 8 ml de FSH
aplicados en forma descendente desde el noveno al doceavo dia del protocolo que
consistio en 19 dias a la colecta y un tercer protocolo que consistio en esponja
intravaginal, 10 ml FSH aplicados en forma descendente desde el noveno hasta el doceavo
dia del protocolo que duro 20 dias a la colecta de embriones, la fertilizacion se realiz6
mediante inseminacion con semen fresco, las cuales se aplico en 3 borregas donadoras
seleccionadas para cada protocolo, haciendo un total en 9 borregas donadoras, la
transferencia embriones a tiempo fijo se realiz6 a 36 borregas receptoras previamente
seleccionadas y sincronizadas. El trabajo de investigacion se condujo bajo un disefio
Completamente al Azar (DCA), con tres protocolos. Los resultados obtenidos fueron: el
mayor numero de cuerpos luteos, se obtuvo con el protocolo 2 y 3, con 11 y 7.33 cuerpos
luteos y el protocolo 1 sin respuesta. En el total de embriones colectados, el protocolo 2,
tuvo un ndmero total de 10 embriones, de los cuales 7 son viables y transferibles, el
protocolo 3 con 5 embriones, el protocolo 2 tuvo méas embriones de la calidad 1 con 6
embriones, seguido por el protocolo 3 que se encontraron 4.3 embriones de la calidad 1.
En cuanto al porcentaje de prefiez fue de 66.67 % para el protocolo 3, y 58.33 % obtuvo
el protocolo 2.

Palabras claves: Cuerpo Luteo, embriones, Protocolo, Receptoras, Transferencia de

embriones.
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ABSTRACT

The study was carried out at the Illpa Experimental Center of the Faculty of
Agrarian Sciences of the National University of the Altiplano, Puno, the objectives were:
a) Determine the superovulatory response by quantifying follicles and corpora lutea to
the application of three protocols in donor ewes; b) Determine the quantity and quality of
embryos for each protocol applied and. c¢) Determine the percentage of pregnancy of
receivers of embryos transferred at fixed time in Corriedale. For the study, three
overpopulation protocols were used, protocol 1 consisted of the application of an
intravaginal sponge, 15000 IU of eCG and 8 ug GnRh and an embryo collection at 18
days, protocol 2 consisted of intravaginal sponge application, 8 ml of FSH applied in a
descending manner from the ninth to the twelfth day of the protocol that consisted of 19
days to collection and a third protocol that consisted of intravaginal sponge, 10 ml FSH
applied in descending order from the ninth to the twelfth day of the protocol that lasted
20 days to the collection of embryos, fertilization was carried out by insemination with
fresh semen, which was applied to 3 donor ewes selected for each protocol, making a total
of 9 donor ewes, the embryo transfer at fixed time was carried out to 36 previously
selected and synchronized receivers. The research work was conducted under a
Completely Random Design (DCA), with three protocols. The results obtained were: The
highest number of corpora lutea was achieved with protocol 2 and 3, with 11 and 7.33
corpora lutea and protocol 1 with no response. In the total number of embryos collected,
protocol 2 had a total number of 10 embryos, of which 7 are viable and transferable,
protocol 3 with 5 embryos, protocol 2 had more embryos of quality 1 with 6 embryos,
followed by protocol 3 that 4.3 embryos of quality 1 were found. Regarding the pregnancy
percentage, it was 66.67 % for protocol 3, and 58.33 % obtained protocol 2.

Keywords: Corpus Luteum, embryos, Protocol, Receivers, Embryo transfer.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La produccién de ovinos tiene mucha trascendencia en el aspecto economico y
social en el Perl con certeza, se constituye como una especie de caja de ahorro del
poblador rural andino en su economia familiar. Parte de la costumbre es ahorrar en especie
animal, y el ovino tiene la preferencia por su inmediata venta. La crianza del ovino en el
territorio se realiza en un 70 % para la venta informal y consumo en carne y sus productos
como lana, pieles y abono primordialmente (Diaz, 2013).

En el sector pecuario del pais deben tomarse decisiones impostergables de utilizar
aquellas biotecnologias disponibles en animales de importancia econdémica, como son los
ovinos productores de carne, leche y lana. Queda claro que la biotecnologia, ofrece a los
productores de ganado ovino, oportunidades de aplicar esta tecnologia de embriones, en
el mejoramiento genético del ganado ovino, asi acortando el tiempo a tan solo 6 meses y
demandara menor inversion, comparando con la inseminacion artificial que demora 8
afios, que esto demanda alto costo y el tiempo empleado. Y de manera que podran
incrementar el valor genético y la produccion carnica, lechera y lana que repercutira en
mayores ingresos en las familias dedicadas a la produccion de ganado ovino.

La finalidad de la aplicacion de esta técnica en los animales domésticos tiene
fundamentos de orden genético, comercial, sanitario y de conservacion de especies ya
que nos permitird aumentar el progreso genético en la produccién, a través del incremento
de la intensidad de seleccién de las madres destinadas a la produccion de crias con alto
valor genético, al disponer de un mayor nimero de crias por hembra. Por consiguiente,
se puede incrementar la ganancia genética al poder realizar una mayor presion de
seleccion. A su vez se puede evaluar informacién complementaria o de alguna

caracteristica de produccion en particular nos permitira conservar razas o especies a traves
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del material genético (embriones congelados) permite el reaseguro en bancos de genes
gue de otra manera desaparecerian con la especie. (International Embryo Transfer
Society, 1990).

La presente investigacion permitira la incorporacion de nuevas investigaciones en
proceso de la obtencion de embriones por sistemas OPU (Opun Pik Up) y FIV
(fertilizacion in vitro), por el mismo hecho de que los productores demandaran mayor
cantidad de este material genético, ademas, el presente trabajo de investigacion,
contribuye a conocer el comportamiento de sincronizacion bajo condiciones ambientales
del C.E illpa, y los resultados obtenidos son nuevos conocimientos referenciales para
posteriores investigaciones, para los productores, investigadores, y publico interesado en
mejorar su ganado. Sera de manera positivo al desarrollar la tecnologia permitira acelerar
el mejoramiento genético en corto plazo, este mejoramiento genético permite la obtencion
de nuevas especies puras las cuales incrementa el costo de pie y ademas incrementa la
produccion de carne, leche lana, haciendo que el valor del animal incremente en corto
tiempo.

Una alternativa de solucion del problema mencionado es realizar el presente
trabajo de investigacion, responde a la necesidad de los ganaderos de la region Puno, que
con la finalidad de mejorar la calidad genética de su ganado ovino y consecuentemente la
producciodn de lana y carne e incremento de la economia; se esperara que proximamente
pueda aplicarse sin restricciones y lograr que la productividad ganadera aumente
significativamente y sea sostenible.

En base a las consideraciones la presente investigacion se ha planteado los

siguientes objetivos:
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1.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los protocolos de superovulacién y transferencia de embriones a tiempo

fijo en borregas Corriedale del Centro Experimental Illpa - UNA PUNO.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar la respuesta superovulatoria cuantificando foliculos y cuerpos liteos
a la aplicacion de tres protocolos en borregas donadoras Corriedale del Centro
Experimental Illpa - UNA PUNO.
- Determinar la cantidad y calidad de embriones por cada protocolo aplicado a las
borregas donadoras de embriones.
- Determinar el porcentaje de prefiez de receptoras de embriones transferidas a

tiempo fijo en borregas Corriedale del Centro Experimental Ilipa - UNA PUNO.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DEL OVINO

Los ovinos en el Perd, tienen su origen en la conquista, los espafioles introdujeron
los primeros ejemplares de lana y pelo, los primeros provenientes de Europa y los
segundos del Africa occidental. La crianza ovina tiene importancia econémica, social y
ecologica, en la poblacion rural, con mayor énfasis en la zona alto andina entre los 3000
a 4200 m.s.n.m., pues representa para el poblador rural andino un aporte de sustento
econdmico, puesto que brinda una gama de productos como carne, lana, piel entre otros;
siendo su produccion relativamente barata, el manejo facil y su adaptabilidad elevada
(Dimas, 2000).

La poblacién de ganado ovino en la Sierra de Peru es de 8 972,200 animales, que
representa el 94.2 % del total. Considerando las razas, son los Criollos los que tienen
mayor participacion 80.5 %, seguidos por los Corriedale 11. 3 %. La sierra cuenta con
una mayor proporcién de ovinos de la raza criollos 80.6 % (INEI,2012).

El ganado ovinos tienen una serie de ventajas importantes sobre los bovinos como
la mayor capacidad reproductiva, con un intervalo entre partos de casi la mitad del bovino,
mayor nimero de crias por parto; la mayor capacidad de conversion alimenticia, la
posibilidad de tener triple proposito: Carne, leche y lana, mayor resistencia al estrés
caldrico, mayor resistencia a las alturas, menor precio por unidad animal disminuyendo
los riesgos y aumentando la posibilidad de autoconsumo, mejor calidad en la carne, mejor
calidad en la leche para derivados como el queso, mejor calidad en la piel, menores
problemas para la salud humana por la composicién nutricional de la carne. Siendo los
ovinos mejorados, una de las especies de animales domésticos mas productivos y

rentables (Diaz, 2007).
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2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL OVINO
Bueno (2012). De acuerdo a la clasificacion taxondmica de los animales

domesticos, a los ovinos se les puede ubicar de la siguiente forma:

Reino - Animalia

Phylum :  Cordata

Sub phylum : Vertebrata

Clase ; Mammalia

Orden : Artiodactilyla

Sub orden ; Rumiantia

Familia ; Bovidae

Sub familia ; Caprinae

Género : Ovis

Especie ; Ovis Aries “ovino doméstico”

2.3. DESCRIPCION GENERAL DEL OVINO

2.3.1. Cualidades

Alencastre (1997), indica que, los ovinos como otros animales domésticos tienen

sus caracteristicas que los hacen diferente a otros, estas son:

a) Temperamento: Los ovinos se caracterizan por ser animales pasivos, timidos e
indefensos frente a otros.

b) Fecundidad: se ha demostrado que a pesar de sus partos uniparos, es una especie
de facil procreacion, de tal manera que la mayor parte de hembras tienen
descendientes anualmente.

c) Longevidad: el tiempo de vida es relativamente corto puesto que los ovinos

envejecen a partir de los 6 afios, y esto esta en relacién al desgaste dentario.
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d) Precocidad: esta caracteristica se refiere al desarrollo rapido que alcanzan para
ser adultos y procrearse, logrado a través de la seleccion y cruzamientos.

e) Rusticidad: es una caracteristica que los ovinos han alcanzado mas que otras
especies, ello es la capacidad de adaptarse a diferentes lugares ain adversos en
clima, suelo, alimento, etc. Sobreviviendo y produciendo con las limitaciones
que el ambiente ofrece.

f) Sobriedad: es la capacidad que tienen las borregas para consumir alimentos
pobres como plantas xeréfilas y coridceas que no pueden ser consumidas por
otras especies.

g) Adaptacion: es una caracteristica que se ha apreciado, puesto que se adaptan a
nuevos lugares con facilidad, lo que ha permitido su gran difusion.

h) Habito de pastoreo: es un animal de facil pastoreo, puede vivir junto a otros
animales sin problemas, hecho que facilita su crianza.

I) Instinto gregario: es un instinto desarrollado de vivir en comunidad formando

rebafios y manteniéndose juntos, hecho que favorece las labores de manejo.

2.3.2. Conformacion
Alencastre (1997), la conformacion del cuerpo esta dada por las diferentes
partes que esta tiene, que son: cabeza, cuello, cuerpo y extremidades o miembros, y
todo ello en base a un esqueleto tomando referencia de los huesos que sostienen las

diferentes regiones.

a) Cabeza: es de forma variada de acuerdo a las razas, pero se describe en forma
general como una piramide de seis caras cuyo Vértice es la cara inferior, estas
caras a su vez estan formadas por diferentes regiones: superior, inferior, anterior,

posterior y dos laterales.
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b) Cuello: esta parte, es variable en tamafio, siendo algo mas largo en los animales
productores de lana y leche que en los de carne y aquellas razas de doble proposito,
por lo que esta parte tiene cuatro caras: superior, inferior y dos laterales.
c¢) Cuerpo: es la parte que constituye de mayor importancia, este varia en formay es
dificil de apreciarlo claramente cuando los animales son productores de lana y
estan con lana crecida, por motivos de buscar animales de mayor produccién se
quiere que sus formas sean paralelas en sus diferentes lineas, por lo que se describe
como un paralelipedo que tiene seis caras: anterior, posterior, superior, inferior y
dos laterales.
d) Extremidades: presentan dos extremidades anteriores o toracicas y dos
extremidades posteriores o pélvicas, también se denominan miembros.
2.4. RAZA CORRIEDALE

El Corriedale es una raza blanca de doble propdsito, denominado también “fifty-
fifty” porque el 50 % del valor de la produccion depende de la lana y el otro 50 % de la
carne. Entre los caracteres secundarios se distingue una cabeza ancha y fuerte, con fosas
nasales gruesas, abiertas y con mucosa negra u oscura; la cara es algo tapada con el canal
del ojo limpio, la lana no debe tapar los o0jos porque causa ceguera; los machos no tienen
cuernos, presentan pezuiias negras; la piel del cuerpo es rosada con pliegues muy
superficiales. La raza tiene el cuerpo proporcionado, aunque alargado, costillas profundas
y bien arqueadas, sin caida detras de las paletas, el dorso, la cruz y el lomo nivelados,
anchos con buen desarrollo muscular; pecho ancho y profundo; cuello fuerte, ancho y
corto; las extremidades de buen hueso y cortas, cubiertas de lana hasta las pezufias.

La raza Corriedale se adecua a diversos climas por eso se ha extendido por todo

el mundo; sin embargo, requiere de terrenos secos y firmes con buenas pasturas; son
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poliéstricas estacionales, procreando buenos corderos y precoces, con un manejo
adecuado el porcentaje de natalidad puede llegar a 110 6 115 % (Aliaga, 2010).
2.5. REPRODUCCION ANIMAL

La biologia de la reproduccion animal es cada vez mas importante como disciplina
cientifico - practica en la produccion ovina, apoya el incremento pecuario para el
suministro de proteinas de origen animal a la humanidad, ayuda también a estabilizar la
economia del criador creando circunstancias favorables para su produccion y el
mejoramiento genético (Bearden y Fuquay, 1982).

La aplicacion de las tecnologias en el control de la reproduccién, sincronizacion
del celo (SC), inseminacién artificial (1A) e incluso técnicas adecuadas de superovulacion
(SO) vy la transferencia de embriones (TE) ayudarian a resolver algunos problemas
productivos, acelerarian la seleccion y potenciarian el desarrollo biotecnoldgico (Angulo
y Mejia, 2003).

2.5.1. Ciclo reproductivo

La mayor parte de las razas ovinas son poliéstricas estacionales como
Hampshire, Southwn, Rommey, Rambouillet, éstas se desarrollan en climas frigidos
donde la disponibilidad de alimentos y condiciones hicieron que las crias no
sobrevivan a menos que nacieran en el momento méas 6ptimo, lo que propicié la
aparicion de la estacion reproductiva otofial y parte en la primavera. Las especies no
estacionales tuvieron su origen en el Mediterraneo, donde las condiciones del clima no
son tan severas y los recién nacidos pueden sobrevivir casi todo el afio, pertenecen a
este grupo: Merino, Karakul, persas de cabeza negra y hasta cierto grado el Dorset-
horn (McDonald, 1981). El ciclo reproductivo anual de las ovejas es regulado por la

amplitud del fotoperiodo (Arroyo, 2006).
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Muchas ovejas ovularan dentro de los primeros seis dias posteriores a dicha
exposicion y exhibiran un calor fértil aproximadamente 17 dias después. Esta
ovulacion temprana esta asociada con un surgimiento de hormona luteinizante (HL)
en las ovejas expuestas. Otra alternativa es la sincronizacion del ciclo estral por medio
de progestagenos implantados vaginal o subcutaneamente por 10 a 14 dias, y seguidos
de una inyeccion de 750 (U.l.) unidades internacionales de PMSG. Las ovejas no
solamente seran inducidas a mostrar estro, sino también aquellas que no conciban en
el primer estro, continuardn ciclando y podrén ser servidas posteriormente. La
fertilidad de las ovejas con estro inducido es mas alta durante la parte final del anestro
que durante el comienzo o a mediados de la etapa reproductiva (Angulo y Mejia,
2003).

2.5.2. Estacionalidad de la actividad sexual y ovarica

La especie ovina expresa dos fases anuales bien definidas (Barrell et al., 2000).
Una etapa caracterizada en la hembra por ausencia de ciclos estrales regulares,
receptividad sexual y ovulacion, conocida como anestro estacional; en el macho
disminuye la espermatogénesis, la sintesis de testosterona y la libido; estos eventos
ocurren durante los dias largos. Por otro lado, durante los dias cortos, la hembra
muestra ciclos estrales regulares, conducta de estro y ovulacion; en el macho, se
incremente la espermatogénesis, la sintesis de testosterona y el deseo sexual (Malpaux
etal., 1999).

Estas variaciones fisiol6gicas anuales proporcionaron los fundamentos para
afirmar que esta especie muestra estacionalidad reproductiva. Se ha demostrado que
el origen de la raza determina el comportamiento reproductivo estacional. Razas de

origen septentrional (>35° Lat. N) expresan una marcada estacionalidad reproductiva
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y los ovinos de origen mediterraneo o ecuatorial, expresan una reducida estacionalidad

reproductiva e incluso ovulan sin interrupcion a lo largo del afio (Rubianes, 2000).
2.6. FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION EN BORREGAS

2.6.1. Ciclo estral

El ciclo estral se inicia a partir del primer dia del estro y los ciclos sexuales
varian segun la raza y el estado de nutricion; algunas razas solo tienen uno, dos o tres
ciclos por afio, la duracion del ciclo estral en ovinos en promedio es de 17 dias,
variando desde 13 dias hasta 21 dias (McDonald, 1981).

La tasa de ovulacién varia con la época del afio, la edad y el estado nutricional,
observandose un incremento a mediados de la estacion reproductiva y entre los 4 y 6
afios de edad. La sucesion de eventos que conducen a periodos regulares de
receptividad sexual forma parte del ciclo estral. En la oveja el ciclo estral tiene una
duracion de 14-19 dias, con un promedio de 17, se toma como referencia el dia de
receptividad sexual por ser el evento mas notorio. En un ciclo estral producto de
sincronizacién se pueden considerar basicamente dos fases: La fase folicular y la fase

lutea (McDonald, 1981).

2.6.2. Fase folicular

El crecimiento folicular se encuentra bajo el control de las gonadotropinas
liberadas en la hipdéfisis, FSH y LH (Salomon, 1990). La FSH estimula el crecimiento
temprano de los foliculos y la LH es necesaria para completar las ultimas fases de
crecimiento (Gutierrez et al., 2010). Ademas, estas permiten que el foliculo secrete
hormonas sexuales femeninas como estrogenos que liberan al torrente sanguineo
permitiendo la manifestacion de celo. Dentro de la fase folicular se incluye a las fases

del proestro y estro (Hafez y Hafez, 2002).
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Durante esta fase, se lleva a cabo el crecimiento folicular, el cuél es controlado
en parte por gonadotropinas hipofisiarias; la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). La FSH estimula el crecimiento temprano de los foliculos
y la LH completa las Gltimas fases de crecimiento (Angulo y Mejia, 2003).

Los foliculos primordiales, primarios y secundarios apareceran alrededor de 75
y 80 dias en los ovarios fetales ovinos, respectivamente. Sugieren que el crecimiento
de los foliculos se basa en el orden en que son formados en consecuencia, los foliculos
primordiales se convierten en foliculos primarios de acuerdo con el orden de
formacion, y esta transformacion puede ocurrir al cabo de unos dias, afios o décadas,
dependiendo de la especie (Seekallu et al., 2010).

La progresion de la etapa de foliculo a estadio secundario se caracteriza por la
formacion de la segunda capa de células de la granulosa y la deposicion inicial de
material de la zona pelUcida que rodea al ovocito. Los foliculos se clasifican, en
foliculos pre-antrales; los foliculos primordiales, primarios y secundarios y se
distinguen entre si por la forma y el nimero de capas de células de la granulosa que
rodean el ovécito, por otro lado, foliculos antrales son aquellos con la cavidad antral,
o la presencia de liquido folicular, también Ilamado foliculos preovulatorios terciarias
o foliculo Graf (Adoma et al., 2012).

2.6.3. Fase lGtea.

Esta fase se da después de la ovulacion, el espacio dejado por el ovocito es
ocupado por células de la granulosa y de la teca que se diferencian en células luteas
grandes y chicas respectivamente. Ambos tipos celulares forman parte del tejido lateo
y son responsables de la produccién de progesterona (Angulo y Mejia, 2003).

El cuerpo lGteo es considerado una continuacién del desarrollo folicular y es

clasificado como una glandula endocrina temporal. Hacia el dia 3 0 4 posteriores al
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celo se pueden tener concentraciones basales de 0.2 ng/ml de progesterona, alrededor
del dia 6 0 7 se alcanzan 2-4 ng/ml. (Angulo y Mejia, 2003).

En ovejas corriedale tiene una duracion promedio de 27 horas, ademas
establece que la duracion del estro es mayor en ovejas adultas (Gonzales, 1980).

La fase lutea comprende el metaestro y el diestro. El estro dura de 24 a 36
horas, produciéndose la ovulacion cerca del final del estro. Después de la ovulacion
del foliculo de graaf se constituye un cuerpo hemorragico por la influencia de la oleada
de la LH, las células de la granulosa proliferan y se transforman en células luteinicas
que llenan el antro del foliculo. El cuerpo luteo secreta la hormona progesterona
alcanzando un maximo de concentracion a los seis dias y manteniéndose toda la
gestacion si se ha concebido y si no se ha concebido a los 11 -12 dias el cuerpo luteo
disminuye de tamafio y comienza a descender los niveles de progesterona para que al
final de esta fase aparezca una nueva onda de crecimiento folicular (Hafez y Hafez,
2002).

2.7. FASES DEL CICLO ESTRAL
En condiciones naturales el ciclo estral en los animales domésticos puede dividirse
en 4 etapas: Proestro, estro, metaestro y diestro (Mc Donald, 1981).
2.7.1. Proestro

Comienza con el ciclo estral en el cual, el hipotalamo a través de las neuronas
endocrinas, producen como consecuencia del estimulo del SNC (fotoperiodo) la
hormona GnRH, que es transportada a través del sistema portal, al bulbo anterior de la
hipdfisis, una vez alli estimula la secrecidn de la hormona FSH, la que a su vez produce
el desarrollo de los foliculos ovéaricos (Hafez y Hafez, 2002).

Los foliculos no se distinguen sino hasta 48 -36 horas antes de que acontezca;

llegan a medir hasta 1,2 cm de didmetro tal crecimiento responde a cambios

25

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

morfoldgicos, funcionales y de vascularizacion del foliculo debido a que las
gonadotropinas estimulan la esteroidogénesis en las células de la granulosa y de la
teca. Durante esta etapa ya son perceptibles en los genitales externos, alteraciones
como: edematizacion e hiperemia de los labios vulvares, las hembras sienten inquietud
y muestran comportamiento alterado, pero rechazan todavia el comportamiento del
macho; por otro lado, el tamafio del Utero aumenta, el endometrio esta congestionado,
edematoso y sus glandulas presentan abundante actividad secretora (Hafez, 2000).
Tiene una duracion de 3 dias, comienza con el cese funcional del cuerpo llteo
y termina con la iniciacion del estro. Se caracteriza por el inicio de la atraccion del
macho a la hembra, pero no permite que la monte. Este periodo es de preparacion para
el apareamiento. Los niveles de estrogenos se elevan en ese momento y es la principal

causa de los cambios (Craplet, 1961).

2.7.2. Estro

En esta fase del estro es donde la hembra acepta la cpula con el macho. Tiene
una duracién de 18 horas a 72 horas su duracion varia de una especie a otra. Este
periodo es de naturaleza ciclica y recibe el nombre también de “celo” o “calor”, ya que
el animal se encuentra muy excitado. El nivel de estrogenos es muy alto y en la mayoria
de especies la ovulacion ocurre en este periodo. Este periodo es mas largo en las ovejas
adultas (26.2 horas) que en las jovenes (19.8 horas) (Craplet, 1961).

La fase del estro dura aproximadamente 24 horas, sin embargo, su duracion
esta influenciada por la edad, estacion del afio y la presencia del macho, los foliculos
primarios del ovario cumplieron un desarrollo estimulados directamente por el eje
hipotdmico-hipofisiario; la GnRH se estimula mediante retroalimentacion de
diferentes hormonas reproductivas como los estrogenos, las activinas y las inhibinas

principalmente (Hafez, 2000).
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La FSH induce la activacion de receptores para LH en los foliculos, ademas
mantiene la secrecidn de estrdgenos en el ovario necesarios para estimular la secrecion
de LH desde los gonadotropos de la adenohipdfisis; la alta concentracién plasmatica
de hormona luteinizante provoca la ovulacion, usualmente 14 a 26 horas después
(Edmonson et al., 2012).

2.7.3. Metaestro

En metaestro da comienzo después de la ovulacion y que dura dos dias en la
oveja, durante este tiempo se organiza e inicia la funcion del cuerpo amarillo. En la
fase post- ovulatoria caracterizada por el desarrollo del cuerpo lGteo, y el comienzo de
la secrecion de la progesterona. Los ovarios y el Gtero se disponen como si la gestacion
hubiese empezado (MC Donald, 1981).

Esta fase dura de 3 a 5 dias, generalmente la ovulacion ocurre espontdneamente
hacia el final del estro o principios del metaestro, es decir 24-27 horas después del
inicio de celo (Lozano, 2014).

Después de la ovulacion, las células tecales y de la granulosa del ovario
mediante accion de la LH y la Prolactina, sufren cambios morfoldgicos y bioquimicos
transformandose en células luteinicas (Simonetti, 2008), formando asi el cuerpo luteo

hasta el final del metaestro. (Edmonson et al., 2012).

2.7.4. Diestro

Diestro tiene una duracion aproximada de 14 dias (Lozano, 2014). El cuerpo
luteo (CL) alcanza completa funcionalidad siete dias después del celo, cuando las
células luteas de la granulosa y de la teca han madurado completamente. Hacia el dia
15, en ausencia de concepcién en el Gtero, la actividad funcional del cuerpo luteo

finaliza bruscamente (Ortega, 2006).
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Existe uno o varios cuerpos lateos totalmente desarrollados a partir de los
foliculos que han ovulado. Si se ha producido fecundacion el cuerpo lGteo continla a
lo largo de los 145 dias de gestacion; de lo contrario el cuerpo liteo permanece Util
solo 11 a 12 dias y luego regresa (Hafez, 2000).
2.8. COLECTA DE EMBRIONES

La metodologia empleada para la obtencion de embriones consiste en inyectar un
medio liquido para producir una corriente de arrastre (lavado o flushing) a través de los
cuernos uterinos. Se utiliza un medio comercial en base a PBS (Solucién Buffer Fosfato),
al que se le debe adicionar un 10 % de suero adulto bovino, ovino o caprino inactivado.
Para la obtencion de suero, se sangra un animal en forma aséptica con material
esterilizado. El suero se centrifuga a 2000 g durante 15 minutos. Se toma el sobrenadante
y se realiza una segunda centrifugacion. Se filtra por membrana de 0.22 p m. La
inactivacion de la proteina complemento se realiza en bafio de agua a 56 °C durante 30
minutos. El suero filtrado inactivado se puede conservar durante un afio a -20 °C.
(Gibbons y Cueto, 2013).

2.9. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La transferencia de embriones (TE) es un método de reproduccion asistida basado
en la produccion de maultiples embriones, por una hembra donante (madre genética
superior) y transferidos antes de la edad de implantacion, en varias hembras receptoras
(madres portadoras gestantes) (Gibbons y Cueto, 2013).

La TE ha sido empleada durante los Gltimos 20 afios en Australia y Nueva
Zelanda, con el objetivo de incorporar material genético de cabras de Angora, reduciendo
los riesgos sanitarios. En Francia se empled en el programa de mejoramiento genético de
razas ovinas lecheras (Lacaune: produccion de queso Roquefort). A nivel internacional,

la comercializacion de embriones congelados de ovinos y caprinos ha permitido una
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amplia difusibn mundial de germoplasma, con un muy bajo riesgo sanitario y
posibilitando mejorar rapidamente el nivel genético de las diversas razas. También ha
sido posible establecer nuevos sistemas alternativos de produccién en carne, leche, lana,
pelo en ovinos y caprinos (Gibbons y Cueto, 2013).

2.9.1. Objetivos de la transferencia de embriones

- Introducir y difundir rdpidamente nuevas razas o genotipos de alto valor
productivo. Las caracteristicas deseables son rapidamente introducidas en la
majada o hato en una sola generacién. Un ejemplo se presenta con la
caracteristica genética del “gen prolifico Booroola” que en la raza Merino ha
dado a sus portadores un valor adicional que podria ser rapidamente multiplicado
por la TE.

- Reducir riesgos en la transmision de enfermedades, debido a que en los primeros
estadios de su desarrollo, los embriones presentan una proteccion natural contra
los agentes infecciosos. Esta ventaja comparativa ha favorecido el comercio
internacional de embriones congelados.

- Difundir material genético de alto valor comercial con facilidad de adaptacion
ambiental de las crias a diferentes sistemas de produccion y manejo.

- Aumentar el progreso genético en la produccion, a través del incremento en la
intensidad de seleccion de las madres destinadas a la produccién de machos
superiores, al disponer de un mayor nimero de crias por hembra seleccionada.

- Acortar el intervalo generacional. La posibilidad de obtener descendencia de las
madres a temprana edad permite una reduccion del intervalo generacional, con

mayor beneficio cuando se emplea semen de animales jovenes.
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- Apoyar las técnicas reproductivas en las que interviene la micromanipulacion de
embriones (determinacion del sexo, fecundacion “in vitro”, clonacion,
transgénesis, etc.).

- Conservar razas o especies. La conservacion de material genético (embriones
congelados) en bancos de germoplasma permite la conservacion de genes

que de otra manera desaparecerian con la especie (Gibbons y Cueto, 2013).

2.9.2. Principios y consideraciones generales sobre la transferencia de

embriones

- La eleccion de las hembras donantes se realizard teniendo en cuenta su valor
genético y en base a los criterios apropiados de mejoramiento de las aptitudes
productivas para cada raza.

- Las condiciones generales de un buen estado reproductivo, sanitario y
nutricional son imprescindibles, tanto para las hembras donantes como para las
receptoras de embriones. Se debe realizar el control clinico de los animales, los
andlisis seroldgicos de enfermedades infecto contagiosas y los controles
parasitarios correspondientes.

- Es recomendable que las donantes y receptoras hayan tenido al menos una cria,
y se debe considerar un minimo de 2 meses post parto antes de comenzar los
tratamientos hormonales.

- Acortar estos tiempos puede significar una baja en la eficiencia productiva de
embriones y en su posterior viabilidad.

- La necesidad de utilizar hembras jovenes como donantes puede llevar a una baja
eficiencia reproductiva. En el supuesto caso de tratar una hembra nulipara, el
peso minimo debera ser del 75 % del peso adulto de la raza y haber presentado

estros anteriormente.
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- Se recomienda no usar ovejas como madres receptoras. Lo indicado son las
hembras adultas, que puedan llevar a cabo la gestacion sin comprometer su
crecimiento y contribuir al desarrollo de la cria por medio de una buena
lactancia.

- Los programas de TE requieren un manejo intensivo de las donantes y
receptoras. En el caso de recurrir a instalaciones extrafas, es preferible que los
animales tengan un periodo de adaptacion previo, de uno a dos meses, antes de
comenzar los tratamientos hormonales. La identificacion con caravanas con
numeros visibles a la distancia, permite realizar los manejos necesarios sin
cometer equivocaciones y sin provocar stress, que puede perjudicar los
resultados.

- A su vez, se deben considerar los aspectos sanitarios, nutricionales vy
reproductivos de los machos, asi como su calidad seminal, ya sea que se utilicen
en servicio natural o mediante la inseminacion artificial con semen fresco,

refrigerado o congelado (Gibbons y Cueto, 2013).

2.10. INSEMINACION ARTIFICIAL

Se entiende por inseminacién artificial a la técnica de reproduccion que consiste
en introducir el material fecundante masculino por medios artificiales, en las vias
genitales femeninas. Los medios mecanicos sustituyen a los érganos, sin necesidad de
poner en presencia y en contacto a los progenitores. En el ovino, el uso de esta técnica es
de aplicacion reciente, debido a que tanto la dificultad que presenta el cuello uterino de
la oveja para ser traspuesto por la vaina de inseminacion (via vaginal), asi como la
reduccion de la viabilidad espermatica producida por el proceso de congelamiento y

descongelamiento, impedian obtener tasas de prefiez semejantes a otras especies. Los

31

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

porcentajes de prefiez obtenidos por medio de la inseminacion cervical con semen
congelado varian entre el 20 y el 25 % (Gibbons y Cueto, 2013).

La inseminacion artificial, es considerada la técnica reproductiva de mayor
relevancia en el mejoramiento genético de los animales. A pesar de ser una técnica que
tiene un destacado desarrollo en la ganaderia bovina, su aplicacion en la ganaderia ovina
aun existe algunas dificultades cientificas, econdmicas y socioculturales que estan
frenando su difusién. La ventaja fundamental de la IA es la posibilidad de incrementar
notoriamente la cantidad de hembras que pueden ser cubiertas con un solo reproductor.
La inseminacion artificial se puede efectuar mediante tres métodos: inseminacion vaginal,
intracervical e intrauterina. La via vaginal e intracervical se realiza cuando se utiliza
semen fresco y la inseminacion intrauterina cuando se utiliza semen congelado
(Sepulveda, 2012).

La inseminacion artificial a tiempo fijo (sin deteccion de celo o estros, IATF) es
una técnica que implica la sincronizacion del celo y la ovulacion mediante tratamientos
hormonales de las hembras elegidas para ser inseminadas en determinado momento sin
necesidad de deteccidn de celos (Martin et al, 2004).

2.11. GESTACION

La gestacion comienza con la fecundacion del ovulo y él envi6 de una sefial al
cuerpo luteo para que mantenga su estructura y siga produciéndose progesterona. El ttero
responde manteniendo su vascularizacion y sus estructuras glandulares, las cuales
sintetizan una secrecién denominada leche uterina que nutre al embrién hasta que se fije
en las paredes del utero (Sorensen, 1982). Es el estado fisiologico especial de los
mamiferos hembras comprende desde el desarrollo del nuevo individuo a partir de la

fecundacion la expulsion del feto (McDonald, 1987).
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Es el periodo de gestacion, se inicia con la fertilizacién y termina con el parto
(proceso de nacimiento) Es el tiempo destinado al desarrollo del nuevo ser y sus
membranas, desde la concepcion al nacimiento. Dicho periodo varia segun especie e
incluso la raza, los ovinos gestan durante unos 147 dias en promedio Siendo en la raza
corriedalle de 150 dias, merino 151 dias, Lincoln 148 dias y Criollo 147 dias, etc.
(Alencastre, 1997).

2.11.1. Diagnéstico de gestacion

El diagnostico temprano de la gestacion incrementa la eficiencia reproductiva
mediante la cubricion precoz de las ovejas no gestantes; la citada técnica es
considerada de valor econémico para la ovejeria. Existen varios métodos para el
diagnostico de gestacion en ovinos, el grado de confiabilidad es dependiente de cada
método; el més utilizado es la observacion de no retorno de celo a los 17+1 dias pos
IA 0 monta, mientras que el mas confiable es la visualizacion del embrion a través de
ultrasonografia (Ortega, 2006).
2.11.2. Diagndstico de gestacion por ecografia

La ecografia es una técnica de diagnostico por imagen sobre la base de la
emisién de ultrasonidos y la recepcion de ecos, estos ecos se producen por la reflexién
de los ultrasonidos a nivel de los distintos tejidos. En el formato de imagen Ilamado
modo B, estos ecos van a ser representados como puntos de brillo, que seran tanto mas
brillantes cuanto mayor sea la reflexion, y seran en una posicion proporcional al tiempo
que han tardado en ser recibidos (Tamayo, 2000).

La ecografia transrectal sefiala que, a partir de los 26 dias de gestacion,
momentos en el cual el diagndstico tiene una certeza muy alta (95-100 %), y una

seguridad en ovinos del 97 % entre los 35 y 55 dias después de la cubricion. La
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presencia de cotiledones placentarios a partir de los 40 dias de gestacion agiliza el
trabajo, debido a una confirmacién rapida de la prefiez (Cueto y Gibbons, 2013).
2.12. ANTECEDENTES

Donaldson, G. (1985), indic6 que un factor determinante en la respuesta al
tratamiento superovulatorio ademas de la dosis administrada de eCG son las
caracteristicas intrinsecas de cada individuo sus estudios muestran que solamente el 68
% de las hembras respondieron al tratamiento y el 32 % restante no tuvo respuesta a la
estimulacion, por consiguiente, siempre se debe tener presente que un porcentaje de
hembras no respondera al tratamiento hormonal de ovulacion multiple.

Evans y Maxwell. (1990), mencionan que el 100 % de las esponjas en las ovejas
superestimuladas fueron retenidas, los resultados son similares a los reportados en otros
estudios con donadoras. Como reporta Rodriguez et al., (2007), que el porcentaje de
retencion de esponjas en receptoras fue del 95 %, resultado similar al 96.3 % indicando
que el porcentaje de retencion de esponjas debe ser > a 98 %.

Jarquin (2009), En su trabajo de investigacion encontré que en donadoras la
incidencia de estros en general fue similar entre ambas razas, observandose que el 100
% de las ovejas superestimuladas manifestaron estro, el 66.67 % (6/9) de las ovejas lo
presentaron a las 20 h después de retirada la esponja y el restante 33 % a las 24 (1/9), 32
(1/9) y 54 (1/9) h, el tiempo de inicio del estro para la raza Suffolk fue de 24+2.82 h, el
cual es similar a las 25.41+0.76 h.

Stockebrand (2003), en las ovejas de la raza Rideau Arcott el estro se presentd a
26.80+6.80 h, resultados similares a los de Cervera et al. (2011), quienes reportaron
25.6+0.6 h en ovejas de la raza Katahdin. EI 95.24 % de las ovejas receptoras presentaron
estro, observandose que el 90 % (18/20) lo manifestaron a las 24 h y el otro 10 % a las

30 h. Los resultados son similares a los reportados por Rodriguez et al. (2007).
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Morales (2017), en su trabajo de investigacion de superovulacion empleando dos
protocolos simplificados con eCG, (1000 Ul y 1500 Ul), obtuvo como resultado el
numero de cuerpos luteos obtenidos en el tratamiento 1 fue de 5,40 £3,02 mientras que
para el tratamiento 2 fue de 9,845,20 encontrandose una diferencia estadisticamente
significativa (p <0,05) entre el promedio de cuerpos luteos del T1 y el T2. demostrando
que los animales del T1 tienen diferente respuesta ovulatoria que los animales del T2.

Los estudios de Armstrong, (1983) demostraron que una dosis alta de eCG puede
causar el desarrollo de foliculos anovulatorios probablemente debido a la larga vida media
de esta hormona. Dichos foliculos con una alta produccion hormonal podrian producir
elevadas concentraciones de estradiol, afectando el medio uterino interfiriendo con el
transporte de dvulos al momento de la captura de dvulos por las fimbrias y
espermatozoides a través del tracto genital femenino afectando la recuperacion de
embriones.

Gibbons y Cueto (2013), concluyen que la transferencia de embriones permite
incrementar el nimero de crias de una hembra genéticamente superior, logrando obtener
en promedio 4 crias por tratamiento de ovulacion multiple. Los recientes avances en el
incremento de la eficiencia reproductiva en la TE han ampliado la posibilidad de su
utilizacién en los programas de mejoramiento genético aumentando la difusion de los
genes de las ovejas de alto valor productivo. Futuras investigaciones seran necesarias para
reducir los costos e incrementar el nimero de crias por oveja donante para facilitar su
aplicacion comercial, como se ha logrado en la especie bovina. No cabe duda que
actualmente la transferencia de embriones es el método mas seguro en el aspecto
sanitario, para realizar la importacion de diferentes biotipos de alta produccién. El
incremento del comercio internacional de material genético mediante la transferencia de

embriones demuestra la importancia que tiene esta técnica como reaseguro sanitario
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frente a las enfermedades exoticas y como herramienta del mejoramiento genético para

la produccion animal.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE INVESTIGACION

La investigacion se realizo en el Centro Experimental Illpa, de la Facultad de
Ciencias Agrarias UNA Puno, ubicado a 19 Km de la carretera panamericana sur Puno
Juliaca, esta ubicado a 3827 m.s.n.m., a 15° 42’ 30’ de latitud sur, a 70° 40’ 50°’ de
longitud Oeste, en el Distrito de Paucarcolla, Provincia y Region Puno. EI C.E. llipa
Limita por el Este con el sector Cancharani pampa y la carretera asfaltada Puno Juliaca,
por el Noreste limita con la comunidad Yanico Rumini Mocco, por el Norte limita con
INIA Illpa Puno, especificamente con el rio Illpa en medio y por el Sur limita con la
comunidad campesina de Alianza Chali. Cuenta con un total de 420 ha, de los cuales 323
ha son pastos naturales, 23 ha son pastos cultivados y 68 ha son terrenos cultivados y 6
ha constituyen instalaciones pecuarias, caserio y vias de acceso al C.E. lllpa FCA UNA

PUNO, de los cuales 290 ha constituyen pampas y el resto constituyen laderas y cerros.

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

Para la realizacién del estudio se seleccioné un total de 9 borregas donadoras de
embriones de raza Corriedale del plantel y 36 borregas receptoras de embriones, borregas
de corral del C.E. lllpa - UNA PUNO. La identificacion y seleccion de animales se dio
por el normal desarrollo del ciclo estral y sistema reproductivo en ambos casos
(Donadoras y Receptoras), no obstante, las donadoras seleccionadas fueron superiores en

cuanto a la genética y productividad que las receptoras.
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3.3. MATERIALES UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

Tabla 1. Lista de materiales utilizados en la investigacion.

Materiales Unidad de  Cantidad Uso

Medida Necesaria
Sonda de Foley N°14 Unidad 10 Coleccion de embriones
Catéter de inseminacion Unidad 1 Inseminar
Fundas Aspic Unidad 10 Inseminar
Camisa Sanitaria Unidad 30 Inseminar y transferir
Guantes quirdrgicos (100/caja) Caja 2 Manipulacion
Jeringas de 05 ml Unidad 200 Inyectar hormonas y farmacos
Jeringas de 10 ml Unidad 80 Inyectar hormonas y farmacos
Jeringas de 20 ml Unidad 80 Inyectar hormonas y fa&rmacos
Placa Petri redonda Unidad 50 Clasificar embriones
Placa Petri cuadrada Unidad 50 Buscar embriones
Acrodiscos milipore Unidad 20 Esterilizar medios
Manguera colectora + filtro Unidad 10 Colectar embriones
Pajillas 1/4 - gama irradiate Unidad 50 Empajillar embriones
Pajillas 1/4 - gama irradiate DT  Unidad 50 Empajillar embriones
Pajuelas 1/2 pkt 5 Paquete 10 Etiquetar embriones
Tapon de pajuelas de 1/4 a %2 Unidad 50 Ellar pajuelas con embriones
Trocar endoscopica Unidad 2 Inseminacion y transferencia
Micropipetas Unidad 145 Busqueda de embriones
Agujas 21 - 1*1/2 Unidad 200 Inyectar medios
Agujas 22 - 1*1/2 Unidad 200 Inyectar medios
Agujas 18 - 1*1/2 Unidad 100 Inyectar medios
Pipetas de plastico Unidad 60 Curacion intrauterina
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3.3.1. Insumos utilizados en la investigacion

Tabla 2. Lista de farmacos y medios utilizados en la investigacion.

Medios y/o farmacos Unlda-d De Cantlda-d Uso
Medida Necesaria
Esponja Bolsa 1 Sincronizacion de estro
Folltropin FSH 20 ml Frasco 4 Ovulacién multiple
Lutalise LH 30 ml Frasco 2 Sincronizacion de estro
Hormona GnRH 10 ml Frasco 2 Sincronizacion de estro
Hormona eCG Caja 4 Sincronizacion de estro
Alcohol 70° Litros 5 Desinfeccion de materiales
Yodo Litros 2 Desinfeccion de material vivo
Algodoén Kilos 3 Limpieza de desinfeccion
Papel toalla Unidad 30 Secar
Nitrogeno Liquido Kilos 35 Congelacion de embriones
Lidocaina 2 % frasco/20 ml Frasco 20 Anestesia local
Complete flush Bolsa 6 Coleccion de embriones
Medio de congelacion de Sachet 4 Congelar embriones
embrion
Medio de mantenimiento Sachet 4 Mantenimiento de embriones
Pajuelas con semen Dosis 30 Fertilizar 6vulos
congelado
Gel lubricante Litros 2 Aplicador vaginal
Oxitetraciclina 250 Frasco 2 Curacion intrauterina
Selenio inyectable Frasco 4 Dosificar borregas
Xilacina 20 ml/frco Frasco 2 Sedacion borrega
Ketamina 20 ml/frco Frasco 2 Sedacion borrega
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3.3.2. Equipos utilizados en la investigacion

Tabla 3. Lista de equipos a utilizados en la investigacion.

Equipos Unidad De Cantidad Uso
Medida Necesaria
Micropipeta mecénica 5um  Unidad 1 Manipulacion de embriones
Aplicador CIDR/esponja Unidad 1 Insertar dispositivo
Esteroscopio Electronico Unidad 1 Focalizar embriones
Congeladora de embriones  Unidad 1 Congelar embriones
Laparoscopio Unidad 1 Medir temperaturas
Camilla Unidad 1 Sujecidn de oveja
Equipos quirdrgico basico Unidad 4 Operacion laparotomia
Tanque CO2 alimenticio Unidad 1 Proceso de
transferencia/inseminacion
Etiquetadora automatica de  Unidad 1 Etiquetar embriones
embriones
Estabilizador Unidad 1 Fluir energia
Corta Pajilla Unidad 1 Cortar pajuelas selladas
Pinza de plastico Unidad 1 Manipulacion de pajuelas
Thermo criogénico Unidad 1 Almacenamiento de embriones y
semen
Catéter de transferenciade  Unidad 1 Transferir embriones
embriones
Céamara fotogréfica Unidad 1 Transferir embriones
Termometro digital Unidad 1 Transferir embriones

3.4. CONDUCCION DE LA INVESTIGACION

Antes de la inicio de la investigacidn, es necesario un lapso de 120 dias calendario

maximo con la finalidad de desarrollar los procesos referente a la superovulacion

(aplicacion de hormonas), coleccion de embriones, busqueda, seleccion y clasificacion

de embriones en el estereoscopio, embasamiento en pajuelas de 0.25 ml y congelacion
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estandar de los embriones, de acuerdo a las recomendaciones y normas técnicas
establecidas por la International Embryo Transfer Association (IETA), el mismo que es
aplicado con el rigor que exige esta biotecnologia y finalmente la transferencia de los

embriones a receptoras y la evaluacion de gestaciones en las receptoras.

3.4.1. Seleccion de borregas donadoras
- Se seleccionaron nueve (09) borregas de raza Corriedale de buen historial
reproductivo y produccion de Carne y lana.

- Se comprobd que no tengan parentesco con el Carnero semental a usar en la
inseminacién artificial o monta natural durante el estro superovulatorio.

- Las borregas donadoras cumplen con un puerperio normal, con cortos periodos
entre partos y bajo indice de inseminaciones por prefiez.

- Se tomaron en cuenta la superioridad genética, sobresalientes en produccion de
carne y lana sin descuidar el fenotipo.

- Se selecciono borregas con buena salud y buena condicion corporal (3.5 en la

escala americana), realizando la inspeccion visual y un chequeo ginecolégico.

3.4.2. Seleccion de borregas receptoras

- Se realizo la pre-seleccién de 36 borregas receptoras para la aplicacion del
protocolo de sincronizacion de celos para su posterior transferencia de embrion a
tiempo fijo.

- No se tomé en cuenta la raza ni el pedigree.

- Que tuvieran un buen desarrollo de la pelvis.

- Que hayan mostrado buena habilidad materna.

- Que sean dociles y jovenes.

- Se califica como receptoras transferibles a aquéllas sin anormalidades ni
patologias ginecolégicas y con un buen cuerpo lGteo de grado 3 el dia de la
transferencia y una consistencia uterina correspondiente al dia del diestro en que

Se encuentra.
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3.4.3. Superovulacion de las donadoras

Sustentada en una serie continuada de dosis decrecientes de FSH, eCG y entre
otras hormonas, se procedié de acuerdo a protocolos que se planteé en la presente
investigacion, tal como muestra en las tablas N° 4, 5y 6, para la presente investigacion.
El inicio de la induccion de la superovulacion se realiz6 a través de la sincronizacion
de estro, tomando el dia cero en el momento que se desea iniciar el programa, no
obstante, se presentan tres protocolos con diferentes procesos de aplicacion hormonal,
con la finalidad de conocer cudl de los protocolos en investigacion es méas eficiente
para la produccién de mayor cantidad y calidad de embriones en las borregas
corriedale.

Tabla 4. Protocolo 1 superovulacion de borregas.

PROTOCOLO 1. SUPEROVULACION DE BORREGAS
Dia Objetivo  Actividad

0 Donadoras Colocar esponja + Selenio

9 Donadoras FSH 2.0 mlamy FSH 1.5 ml pm

10 Donadoras FSH1.5mlamyFSH 1.5mlpm

11  Donadoras FSH 1.5mlamyFSH 1 mlpm retiro de esponja am
12 Donadoras FSHO0.5mlamyFSH 0.5 mlpm

13  Donadoras Detectar estros y montas mafiana y tarde

19 Donadoras Dieta sin alimento por la tarde

20 Donadoras Dieta sin alimento y agua mafana y tarde

21  Donadoras Colectay transferencia de embriones

42

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 5. Protocolo 2 superovulacion de borregas.

PROTOCOLO 2. SUPEROVULACION DE BORREGAS

Dia Objetivo  Actividad

0 Donadoras Colocar esponja + Selenio

9 Donadoras 2.0 ml FSH am + 1.5 ml FSH pm

10 Donadoras 1.5mlFSHam + 1.0 ml FSH pm

1 Donadoras 1.0 ml FSH am + Ret. Esponja+200Ul eCG+2.0 ml PG -
am+0.5 ml FSH pm

12 Donadoras 0.5 ml FSH + Detec. Estro + Monta 8 am; 2 pmy 8 pm.

13 Donadoras Detec. Estro + Monta 8 am; 2 pmy 8 pm.

18 Donadoras Dieta sin alimento

19 Donadoras Colectar embriones + PG 1.5 mi

Tabla 6. Protocolo 3 superovulacién de borregas.

PROTOCOLO 3. SUPEROVULACION DE BORREGAS

Dia Objetivo  Actividad

0 Donadoras Colocar esponja + Selenio 1 ml

5 Donadoras Retirar Esponja y colocar una nueva esponja

7 Donadoras 1500 Ul de eCG

9 Donadoras Retiro de esponja + 10mg de PG 12 pm.

10 Donadoras Detectar estro 24 hrs post ret. Esponja + GnRH 8ug (al
momento del celo). Monta 4 pm

1 Donadoras I.A. laparoscopia 48 hrs post ret. Esponja (Monta 6am;
12pmy 6pm).

16  Donadoras Dieta sin alimento

17  Donadoras Colectar embriones
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Como muestra las tablas N° 4, 5y 6, la variacion esta en el proceso de la
aplicacion hormonal y tipos de hormona, asi mismo los tiempos establecidos para el
proceso de la inseminacion y la coleccién de embriones son variables.

3.4.4. Inseminacion artificial de las borregas donadoras

En ovinos, se recomienda realizar la IA laparoscépica con semen fresco a las
32 horas de iniciado el celo. En el caso de utilizarse semen congelado es conveniente
realizarla entre las 40 a 44 horas.

Se han obtenido una tasa de fertilidad del 70-80 % al realizar la IA
indistintamente a las 42 o 55 horas Wolff et al. (1994). En caprinos, se recomienda
realizar la 1A laparoscopica con semen fresco entre las 20 y 24 horas post inicio del
celo (Vallet y Baril, 1990). Si se utiliza semen congelado, se aconseja realizar la IA a
las 46 horas.

3.4.5. Sincronizacion estral a receptoras de embriones

Una vez que se tenga los embriones obtenidas de las donadoras, se procedera
a la sincronizacion de celo en las receptoras, estos con dos aspectos fundamentales y
objetivos de acuerdo a la investigacion planteada. Se empleard un protocolo de
sincronizacién para la transferencia de embrion a tiempo fijo, asi como muestra en la
tabla 7.

Tabla 7. Protocolo de sincronizacidn de estro en borregas — receptoras de embrion.

Dia Borrega Actividad a Realizar

0 Receptora  Poner esponja en la mafiana

10 Receptora  Retirar esponja por la tarde y aplicar 250 U.1. de folligon 0 eCG
12 Receptora Detectar la presencia de estro por la mafiana y tarde

13 Receptora Detectar la presencia de estro por la mafiana y tarde

18 Receptora  Dietar sin alimento y agua mafana y tarde

19 Receptora  Colectar y trasplante de embriones
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3.4.6. Coleccion de embriones
La técnica no quirdrgica o por laparoscopia, en ovinos, y por Vallet et al.

(1987) en caprinos, se realizan tres punciones (con trocares) en la cavidad abdominal.

- La primera puncion permite introducir el laparoscopio.

- La segunda, una sonda de tres vias (cada via corresponde a: entrada del PBS, b)
salida del PBS y c) insuflacion del balon.

- La tercera una pinza no traumatica. Esta pinza permite la manipulacion del tracto
reproductivo, a fin de hacer avanzar la sonda por la luz uterina, y fijar la unién
Gtero tubarica durante el flujo del PBS.

El tiempo medio para realizar una recuperacion de embriones es de
aproximadamente 15 a 20 minutos (quirurgica) y 20 a 30 minutos (por laparoscopia)

por hembra.

3.4.7. Donantes después de la coleccién

Al segundo o tercer dia de la coleccion de embriones es necesario un
tratamiento intrauterino con alguin antibi6tico en este caso se utilizara oxitetraciclina,
para evitar cualquier tipo de infeccion del tracto reproductivo. Probablemente se
retrasen los estros subsiguientes de las ovejas donantes, debido a la alteracion
endocrina forzada que sufre el ovario. Por ese motivo es necesaria la aplicacion de la
PGF20 via intramuscular, luego de la colecciéon de los embriones para ordenar
rapidamente el equilibrio hormonal del ovario, produciéndose la lute6lisis de todos los
cuerpos lateos, retornando al estro después de 6 dias a mas.
3.4.8. Aislamiento y busqueda de los embriones del medio de coleccion

El siguiente paso de la tecnologia de embriones es la crio preservacion de
embriones, antes de ello es el la bisqueda y aislamiento de los embriones que deberan

cumplirse con estricta asepsia y seguridad (Marca, 2018).
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- Una vez ingresado el vaso colector al laboratorio este debe reposar un lapso de 5
a 10 minutos para que los embriones sedimenten, luego se realizaré la busqueda
de embriones en los materiales designados, asi como las placas petri disefiados
para este trabajo.

- Para la busqueda de los embriones se examind con ayuda del estereoscopio a 10x
0 20x, con luz difusa y frente a un fluorescente de luz ultravioleta.

- Los embriones que se encontraron se aspiraran con una micropipeta bajo control
visual pasandolos a una placa de Petri pequefia redonda con medio de cultivo
donde se van agrupando todos.

- Una vez que se agrupe todos los materiales genéticos, embriones de diversas
calidades y estadios, se procedio a la seleccion y clasificacion de los embriones
en una nueva placa petri redonda donde contendra el medio de mantenimiento de
embriones (Holding).

- Se clasificaron para el enjuague de los embriones solo el de calidad 1, los que se
utilizaron para transferir y/o congelar.

- Se conservO a temperatura de ambiente hasta su transferencia o proceso de
congelacion.

3.4.9. Valoracion y clasificacion de los embriones

Este examen se realizé en el laboratorio. Los embriones tienen cierta diferencia
en su desarrollo y en sus caracteristicas morfologicas. Bajo la lupa estereoscdpica con
haz de luz difusa, entre 20x y 60x se examinaron los embriones encontrados teniendo
en cuenta la descripcion cualitativa y clasificacion de los embriones bovinos de
acuerdo a la escala que aparece en el manual de the International Embryo Transfer

Society (IETS, 1990), como indica en la Tabla 8 y como se muestra en la Fig. 1.
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Tabla 8. Clasificacion general de los embriones colectados.

Clases Descripciones

Clase 1 Calidad excelente. Embridn esférico, Zona pelucida intacta, cimulo
celular perfectamente estructurado con células del mismo tamafio
color y textura

Clase 2 Calidad buena. Embridn esférico o ligeramente elipsoidal, Zona
pellcida intacta, algin blastomero suelto, pero por lo demas,
cumulo celular perfecto.

Clase 3 Calidad regular. Zona pelucida intacta o dafiada, blastbmeros de
diferentes tamafos, cimulo celular con un 30 hasta un 60 % de
blastomeros intactos, ligero retraso del desarrollo (estadio de 32
células)

Clase 4 Calidad mala. Zona pelucida intacta o dafiada, blastdmeros
degenerados y sueltos en nimero considerable, cimulo celular
suelto y con menos del 30 % de blastomeros intactos, desarrollo
retardado con estadios embrionarios de blastomeros grandes (32,16
células).

Embrién degenerado. Zona peldcida, normalmente intacta, cimulo
celular con aspecto desorganizado y suelto, blastomeros de
diferentes tamarfios y pignoticos en muchos casos, estadios de

desarrollo ya paralizado (2,4,8 hasta 16 células)

Fuente: manual of the International Embryo Transfer Society (IETS) 1990.
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Figura 1. Embriones de calidad 1 (a), calidad 2 (b), calidad 3 (c) y calidad 4 (d)
clasificacion por IETS (1990).
En la investigacion solo se transfirieron los embriones de calidad 1 y la calidad

2 ya que son los embriones viales transferibles.

3.4.10. Envasado del embridn en la pajuela
Para el empajillado de los embriones, estas ya sean para la transferencia directa
o0 la congelacion se toma en cuenta los siguientes pasos (Marca, 2018):
- Se utilizaron las pajuelas esterilizadas de 0.25 ml de volumen.
- Se tuvo una micropipeta adaptada a una jeringa de 1 ml y conectada a un extremo
de la pajuela.
- Setuvo especial cuidado se procedi6 a cargar primero el medio de congelacién o
de cultivo segun sea para congelarlas o para transferirlas inmediatamente en
fresco, hasta 1/3 de la pajuela; luego una burbuja de aire para evitar que el embrién

se pierda al inclinar la pajuela, seguidamente se aspira bajo control visual al
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estereoscopio el embrion con 1cm lineal de medio de congelacion, o de cultivo,
después otra burbuja de aire, finalmente el medio de congelacion o de cultivo
hasta completar la pajuela.

- El embrién quedo situado en la parte central de la pajuela entre las dos burbujas
de aire.

- Se sell6 el extremo de la pajuela con un tapon adaptado a una pajuela de 0.5, en
donde ira el registro del embrién.

- La identificacion de la pajuela consigna el nombre de la donadora, el semental
utilizado y la fecha de coleccion del embridn, calidad del embridn, estadio del
embrion y la forma de transferencia.

3.4.11. Transferencia de embriones

Antes de iniciar con la transferencia de embriones, es importante realizar un
examen laparoscépico de los ovarios de las receptoras, con el fin de asegurarse que se
dispone de hembras con uno o dos cuerpos Itteos correspondientes al dia 6 o 7 del
ciclo estral. Asimismo, se debe tener presente, al realizar la seleccion de las
receptoras, que la sobrevivencia embrionaria esta influenciada por la tasa de ovulacién
de manera que obtuvieron valores del 52 %, 63 % y 75 % de sobrevivencia
embrionaria con recipientes con 1, 2 y 3 cuerpos luteos. Es muy importante considerar
los tiempos entre la recuperacion, busqueda y clasificacion, y la siembra de
embriones. Debido al trabajo que implica la realizacion de un programa de TE, debe
estar muy bien programado y coordinado para evitar pérdidas de tiempo y labores
innecesarias. La técnica de laparoscopia facilita la realizaciébn de una buena
clasificacion previa de las donantes por su respuesta ovulatoria, y la determinacion de

la respuesta ovulatoria de las receptoras (Armstrong et al.,1983).

49

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

Los pasos a seguir de manera estricta se consideran los siguientes:

Numero de cuerpos lateos por hembra donante: ovino, 11.
- Numero de embriones + 6vulos recuperados por via quirargica: 70 a 80 %
en ovinos.
- Tasa de fertilizacion por IA laparoscépica: ovino, 80 %.
- Tasa de seleccion de embriones para congelamiento: 80 a 90 % en ovinos.
- Tasa de seleccién de embriones post descongelamiento: 70 a 90 % en
ovinos.
- Porcentaje de prefiez: Ovinos: 69 % (quirurgico). 74 % (laparoscépico)
(Gibbons y Cueto, 2013).
3.4.12. Diagnostico de prefiez de borregas receptoras
Con la finalidad de tener seguridad en el diagndstico de prefiez, esta prueba de
comprobacion se realizd mediante el examen ginecoldgico por ecografia a los 45 dias

después de haber transferido el embrion.

3.4.13. Disefio de la escala de efectividad del programa de T.E.

Teniendo en cuenta la “efectividad” en la transferencia de embriones en ovinos
que actualmente alcanzan los paises élite, en los que esta biotecnologia se realiza de
manera cotidiana, como son: Estados Unidos, México, Francia y Canada entre otros,
es del 55 % a 60 %, en base a este porcentaje se construird la siguiente escala de
efectividad:

Tabla 9. Niveles de efectividad en la transferencia de embriones bovinos.

Porcentaje 15 % 30 % 45 % 55 -60 %

Calificacion Malo Regular  Bueno muy bueno

Fuente: International Embryo Transfer Association (IETA, 1990).
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3.5. DISENO ESTADISTICO EXPERIMENTAL
La investigacion se condujo bajo el Disefio estadistico Completamente al Azar
(DCA) con tres tratamientos (tres protocolos) y tres repeticiones (donadoras) por

tratamiento, cuyo modelo aditivo lineal, es el siguiente:

Yi=u+7 +g, i=12,...,t
j=12,....r

Donde:

Yi = Esuna observacion en la j-ésima unidad experimental, sujeto al i-ésimo tratamiento.

T = Es el efecto del i-ésimo tratamiento.

# = Es el efecto de la media general o constante comun.

% = Efecto del error experimental.

Tabla 10. Analisis de varianza para Disefio Completo al Azar.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos t-1=3-1=2

Error experimental t(r-1)=(3)(3-1)=6
Total tr—-1=3)(3)-1=8

3.6. VARIABLES DE RESPUESTA

- Numero de cuerpos luteos: Para el anélisis de la varianza estos datos se transformaron
avaloresde \ x + 1 para optimizar y normalizar.

- Numero de embriones: La varianza de estos datos se transformaron a valores de V x
+1 paraoptimizar y normalizar.

- Calidad de embriones: Para el analisis de la varianza estos datos se transformaron a
valores de V' x + 1 para optimizar y normalizar.

- Porcentaje de prefiez
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CUANTIFICACION DE FOLICULOS Y CUERPOS LUTEOS

4.1.1. Namero foliculos y cuerpos lateos

En el andlisis de varianza para el nimero de foliculos, inducidos por los
protocolos de superovulacion que se muestra en la Tabla 11 (Anexos Tabla 26), en
donde se observa, que entre los protocolos que se ejecutaron en borregas donadoras,
existe diferencia estadistica altamente significativa (pr<0.01), lo cual indica que el
namero de foliculos resultantes en la investigacion por cada protocolo, son diferentes
estadisticamente, debido a la influencia de los diferentes protocolos de superovulacion
sobre el nimero de foliculos en borregas donadoras. Por otro lado, el coeficiente de
variabilidad (CV) fue 10.12 %.

Tabla 11. Analisis de varianza para el nimero de foliculos.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado - Ft Si
c i
variacion libertad cuadrados medio 005 001 g
Protocolo de
y 6.93 3.47 4957 514 109 **
superovulacién
Error
) 6 0.44 0.07
experimental
Total 8 7.37
Cv=1012% Promedio = 2.57 ** = Altamente significativo

Realizada la PCM de Tukey (Pr<0.05) (Tabla 12) para el numero de foliculos
con datos transformados encontramos que el protocolo P2 con 11 foliculos y el
protocolo P3 con 7.33 foliculos son iguales pero diferentes al protocolo P1 con un
foliculo, esto como resultado de la transformacién debido a que los datos originales

describen la distribucion de Poisson. Prueba realizada al 95 % de confiabilidad.
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Tabla 12. Prueba de significancia de Tukey (Pr<0.05) para los protocolos de

superovulacién en el nimero de foliculos.

Orden de Protocolo de Valor transformado NuUmero de
merito superovulacion namero de foliculos foliculos

1 Protocolo 2 3.46 11.00 a

2 Protocolo 3 2.88 733 a

3 Protocolo 1 1.38 1.00 b

El efecto del protocolo 2 y 3 con el mayor nimero de foliculos se debe por la
aplicacion de la hormona foliculo-estimulante a una dosis 2, 1.5, 1, 0.5 ml al noveno,
decimo y onceavo dia del inicio del protocolo y solo en el protocolo 2 la aplicacion de
prostaglandina 1 ml al onceavo dia, porque estas hormonas inducen a una superovulacion
de las borregas (Figura 2).

12 11

[y
c O

NUMERO DE FOLICULOS
(o]

4
2 1
0 ]

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3

PROTOCOLO DE SUPEROVULACION

Figura 2. Numero de foliculos por cada protocolo.

Respecto al nimero de cuerpos luteos el efecto del protocolo 2 y 3 con el mayor
numero de cuerpos se debe por la aplicacion de la hormona foliculo-estimulante a una
dosis 2, 1.5, 1, 0.5 ml al noveno, decimo y onceavo dia del inicio del protocolo y solo
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en el protocolo 2 la aplicacién de prostaglandina 1 ml al onceavo dia, porque estas
hormonas inducen a una superovulacion de las borregas (Figura 2).

Blanco (2003), en su trabajo de investigacion obtuvo 7,33+0,54 cuerpos liteos
utilizando una dosis de 1200 Ul de eCG. Donde este resultado es inferior a los
resultados obtenidos en la presente investigacion, donde se consiguié 11 cuerpos

luteos con el protocolo 2 de superovulacién en borregas Corriedale donadoras.

4.2. CANTIDAD Y CALIDAD DE EMBRIONES COLECTADOS

4.2.1. El total de embriones colectados

En el analisis de varianza para el total de embriones colectados por los
protocolos de superovulacion que se muestra en la Tabla 13 (Anexos Tabla 27), en
donde se observa, que entre los protocolos que se ejecutaron en borregas donadoras,
existe diferencia estadistica altamente significativa (pr<0.01), lo cual indica que el
total de embriones resultantes en la investigacion por cada protocolo, son diferentes,
debido a la influencia de los diferentes protocolos sobre el total de embriones
colectados en borregas donadoras. Por otro lado, el coeficiente de variabilidad (CV)
fue 10.63 %.

Tabla 13. Analisis de varianza para el numero total de embriones colectados.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado . Ft S
C ig.

variacion libertad cuadrados medio 0.05 0.01 :
Protocolo de

y 5.98 2.99 4271 514 1092 **
superovulacion
Error

) 6 0.43 0.07
experimental
Total 8 6.41
CV =10.63 % Promedio = 2.49 ** = Altamente significativo
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Realizada la PCM de Tukey (Pr<0.05) (Tabla 14) para el numero de embriones
con datos transformados, se observa en la Tabla 14, donde el protocolo 2 presentd la
mayor produccién con 10 embriones colectados, el protocolo 3 con 6.77 embriones,
siendo estos protocolos iguales estadisticamente y diferentes al protocolo 1 con un
embrion.

Tabla 14. Prueba de significancia de Tukey (Pr<0.05) de protocolos de superovulacién

en el nimero total de embriones colectados.

Orden de Protocolo de Valor transformado nimero ~ Numero total de
merito superovulacion total de embriones embriones

1 Protocolo 2 3.32 10.00 a

2 Protocolo 3 2.76 6.77 a

3 Protocolo 1 1.38 100 b

El efecto del protocolo 2 y 3 con el mayor numero de embriones se debe por la
aplicacion de la hormona foliculo-estimulante a una dosis 2, 1.5, 1, 0.5 ml al noveno,
decimo y onceavo dia del inicio del protocolo y solo en el protocolo 2 la aplicacion de
prostaglandina 1 ml al onceavo dia, porque estas hormonas indujeron a mayor nimero

de fertilizacion de 6vulos que provienen del numero de foliculos (Figura 3).
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Figura 3. Numero total de embriones colectados de cada protocolo.
4.2.2. El total embriones viables - transferibles

En el analisis de varianza para el total de embriones viables - transferibles,
producidos por los protocolos de superovulacion que se muestra en la Tabla 15
(Anexos tabla 29), en donde se observa, que entre los protocolos existe diferencia
estadistica altamente significativa (pr<0.01), lo cual indica que el nimero total de
embriones viables resultantes en la investigacion son diferentes en cada protocolo,
debido a la influencia de los diferentes hormonas para la superovulacion sobre el total
de embriones viables en borregas donadoras. Por otro lado, el coeficiente de

variabilidad (CV) fue 6.77 %.
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Tabla 15. Andlisis de varianza para el namero de embriones viables.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado Ft )
L ) ) Fc Sig.
variacion libertad cuadrados medio 0.05 001
Protocolo de
y 5.58 2.79 139.5 514 1092 **
superovulacion
Error
] 6 0.14 0.02

experimental
Total 8 5.72

CV=6.7T% Promedio = 2.09 ** = Altamente significativo

Realizada la PCM de Tukey (Pr<0.05), se observa en la Tabla 16, donde el
protocolo 2 presentd 7 embriones viables, seguido por el protocolo 3 con 6.7
embriones viables, los cuales son estadisticamente iguales y diferentes al protocolo 1

que no se encontrd embriones viables que sean transferibles.

Tabla 16. Prueba de significancia de Tukey (Pr<0.05) de protocolos de superovulacion

en el nimero de embriones viables.

NuUmero total

Ordende  Protocolo de Valor transformado nimero )
) . ) ) de embriones
merito superovulacion de embriones viables ]
viables

1 Protocolo 2 2.83 7.00 a

2 Protocolo 3 2.45 500 a

3 Protocolo 1 1.00 000 b
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En la Figura 4, se observa el nimero de embriones viables - transferibles,
por efecto de los protocolos de superovulacién, en donde nos indica que las borregas
donadoras que se les aplico el protocolo 2, tuvo un nimero de 7 embriones viables en
promedio, y es el cual donde se encontr6 mayor nimero de embriones viables para la
transferencia, comparado con el nimero de embriones viables colectados de las
borregas donadoras, que fueron aplicadas por el protocolo 3, que se colectaron 5
embriones viables en promedio, y por ultimo esté el protocolo 1 que no se colecto

ningun embrion viable.
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PROTOCOLO DE SUPEROVULACION

Figura 4. Numero de embriones viables - transferibles.

4.2.3. Calidad de embriones colectados

La calidad del embrién se cuantifica en cuatro calidades de embriones, que son
calidad 1, 2, 3 y embriones degenerados, producidos por los protocolos de
superovulacion, (Anexos Tablas 20, 22, 23 y 24), en la Tabla 18 se muestra las
significancias de los andlisis de varianza para cada calidad del embrion segln

protocolos de superovulacion.
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Para la calidad 1 y 3 los protocolos de superovulacion resultan altamente
significativos (pr<0.01), para la calidad 2 y embriones degenerados no resultan
significativos (pr>0.05).

Tabla 17. Resumen del analisis de la varianza para las calidades del embridn segin

protocolos de superovulacion.

Embrién Embrién Embrién Embriones
Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3  degenerados

Factor

Protocolo de

** ns ** ns
superovulacién
Cv 135 20.74 135 23.89
Media general 3.44 0.56 3.33 0.66

Los embriones de calidad 1 para los protocolos 2 'y 3 con promedios de 6.00 y
4.33 embriones respectivamente son iguales, pero diferentes al protocolo 1 sin
produccion de embriones, en cuanto en al numero de embriones de calidad 3 los
protocolos 2 y 3 con promedios de 0.66 y 0.33 embriones respectivamente son iguales,
pero diferentes al protocolo 1 sin produccion de embriones y respecto a embriones
degenerados, sin diferencia estadistica significativa, entre los protocolos de
superovulacién, lo cual nos da a entender, que los protocolos de superovulacion no

influyeron en el nimero de embriones y es el efecto de la colecta.
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Tabla 18. Prueba de significancia de Tukey (Pr<0.05) de protocolos de superovulacion

para cada calidad del embrion

Embrion Embrion Embrion Embriones
Factor
Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 degenerados
Protocolo 2 6.00 a 1.00 a 0.66 a 1.00 a
Protocolo 3 433 a 0.66 a 0.33a 0.00 a
Protocolo 1 0.00b 0.00 a 0.00b 1.00a

En la Figura 5, se observa la calidad de embriones colectados, donde podemos
ver el nimero embriones de la calidad 1, 2, 3 y embriones degenerados, por efecto de
los protocolos de superovulacion, en donde nos indica que las borregas donadoras que
se les aplico el protocolo 2, tuvo més embriones de la calidad 1 en promedio, y es el
cual donde se encontr6 mayor nimero de embriones en las deméas calidades,
comparado con el protocolo 3 que se encontraron un menor nimero de embriones de
la calidad 1 y de las demaés calidades y ningin embrion degenerado, y por ultimo esta
el protocolo 1 que no se colecto ningin embrién en las calidades 1, 2 y 3, y solo se

encontré un embrion degenerado.
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Figura 5. Numero de embriones de las calidadesl, 2, 3 y embriones degenerados.

4.3. PORCENTAJE DE PRENEZ EN BORREGAS RECEPTORAS

Las borregas receptoras para la transferencia de embriones con respuesta fueron,
de 12 para el protocolo 2 y de 15 para el protocolo 3, haciendo un total de 27 borregas
trasferidas; las borregas que tuvieron éxito en la transferencia de embriones, es de 7
borregas prefiadas, del protocolo 2, y 11 borregas prefiadas del protocolo 3, con un total
de 18 borregas prefiadas en total; en cuanto al porcentaje de prefiez es de 66.67 % del
total de borregas prefiadas, y 58.33 % obtuvo el protocolo 2, que es inferior al protocolo
3 con 73.33 % de prefiez, segun al International Embryo Transfer Association (IETA,
2004), la calificacién obtenida es de muy buena.

Gibbons y Cueto (2013), reportan que la tasa de prefiez por siembra directa es de
50-70 % en ovinos, y la tasa de prefiez mediante transferencia de embriones por técnica
quirdrgica inmediata, es de 64 % en ovinos de la raza Merino, y estos resultados son
similares e inferiores, a los resultados obtenidos en la presente investigacion, cual se
encontr6 66.67 % en ovinos de raza Corriedale, la diferencia de los resultados entre ambas
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investigaciones, es por la raza del animal en investigacion en el cual se realizo la
transferencia de embriones.

Tabla 19. Porcentaje de prefiez de borregas transferidas.

N° Borregas Borregas ~
Protocolos Receptoras tranfe?idos gestar?tes % De prenez
1 Transferido Prefiada
2 Transferido Prefiada
3 Transferido Prefiada
4 Transferido Vacia
5 Transferido Prefiada
6 Transferido Prefiada
7 Sin respuesta 0
8 Sin respuesta 0
9 Sin respuesta 0
A 10 Transferido Vacia 58.33
11 Transferido Vacia
12 Sin respuesta 0
13 Transferido Vacia
14 Transferido Prefiada
15 Transferido Prefiada
16 Transferido Vacia
17 Sin respuesta 0
18 Sin respuesta 0
Total 18 12 7
1 Transferido Vacia
2 Transferido Vacia
3 Transferido Prefiada
4 Transferido Prefiada
5 Transferido Prefiada
6 Transferido Prefiada
7 Transferido Prefiada
8 Transferido Prefiada
9 Sin respuesta 0
B 10 Transferido Prefiada 73.33
11 Transferido Vacia
12 Transferido Vacia
13 Transferido Prefiada
14 Transferido Prefiada
15 Transferido Prefiada
16 Transferido Prefiada
17 Sin respuesta 0
18 Sin respuesta 0
Total 18 15 11
Total (A-B) 36 27 18 66.67
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V. CONCLUSIONES

1. Se concluye que los tres protocolos de superovulacion que se investigaron, el
protocolo 2 y 3 de superovulacién consiguieron el mayor numero de foliculos y
de cuerpos lateos en borregas donadoras Corriedale, superando al protocolo 1.

2. Con respecto a la cantidad y calidad de embriones, el protocolo 2 de
superovulacion, el cual, al ser aplicado a las borregas donantes, consiguio 10
embriones en total, de los cuales 7 embriones son viables y transferibles. En
cuanto a la mejor calidad de embriones que se colectaron, el mejor resultado se
obtuvo de los protocolos 2 y 3 de superovulacion que consiguieron 6 y 4.3
embriones de calidad 1, respectivamente.

3. El porcentaje de prefiez en receptoras que resulto de la transferencia de embriones
a tiempo fijo, fue alto y con una calificacién de muy bueno con 66.67 % de prefiez

en borregas Corriedale.
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V1. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar el protocolo 2 de superovulacién para la coleccion de
embriones, para obtener una buena cantidad y calidad, para mejorar la
reproduccion de ovinos de alta calidad genética, por los resultados obtenidos.

2. Se recomienda realizar la transferencia de embriones a tiempo fijo, en borregas
Corriedale, y aplicar esta biotecnologia como una herramienta del mejoramiento
genético para la produccion de ovinos de alta calidad genética.

3. Serecomienda continuar con la investigacion de los protocolos de superovulacién

y la transferencia de embriones a tiempo fijo, en otras razas de ovinos.
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ANEXOS

Tabla 20. Analisis de varianza para el namero de embriones de calidad 1.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado - Ft Ft S
c ig.
variacion libertad cuadrados  medio 005 001 J
Protocolo de
y 4.46 2.23 31.86 5.14 10.92 **
superovulacion
Error
) 6 0.43 0.07
experimental
Total 8 4.89
CV =13.36 % Promedio = 1.98 ** = Altamente significativo

Tabla 21. Prueba de significancia de Tukey (Pr < 0.05) para los protocolos de

superovulacién en el nimero de embriones de calidad 1.

Valor transformado

Numero de

Orden de Protocolo de _ ] )
_ _ namero de embriones de  embriones de calidad
merito superovulacion _
calidad 1 1
1 Protocolo 2 2.63 263 a
2 Protocolo 3 2.3 23 a
3 Protocolo 1 1.00 0.00 b

Tabla 22. Analisis de varianza para el nUmero de embriones de calidad 2.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado - Ft Ft i
C ig.
variacién libertad cuadrados medio 0.05 001 J
Protocolo de
. 0.23 0.12 200 514 1092 ns.
superovulacion
Error
) 6 0.38 0.06
experimental
Total 8 0.61
CV =19.67 % Promedio = 1.22 n.s. = No significativo
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Tabla 23. Analisis de varianza para el nUmero de embriones de calidad 3.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado - Ft Ft S
c ig.
variacion libertad cuadrados  medio 0.05 0.01 ]
Protocolo de
. 0.11 0.06 15 514 1092 ns.
superovulacion
Error
] 6 0.22 0.04
experimental
Total 8 0.33
CV=1754% Promedio = 1.14 n.s. = No significativo

Tabla 24. Andlisis de varianza para el nimero de embriones degenerados.

Fuente de Grados de  Suma de Cuadrado - Ft Ft S
c ig.
variacion libertad cuadrados  medio 0.05 0.01 J
Protocolo de
y 0.29 0.15 1.67 5.14 1092 n.s.
superovulacion
Error
) 6 0.53 0.09
experimental
Total 8 0.82
CV=24% Promedio = 1.25 n.s. = No significativo

Tabla 25. Analisis de varianza para el nimero de ovocitos fecundados.

Fuente de Grados de  Suma de Cuadrado - Ft Ft S
c ig.
variacion libertad cuadrados  medio 0.05 0.01 J
Protocolo de
» 0.45 0.23 1.64 514 1092 ns

superovulacion
Error

) 6 0.86 0.14
experimental
Total 8 1.31

CV =28.35% Promedio = 1.32 n.s. = No significativo
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Tabla 26. Datos del numero de foliculos, cuerpos luteos, ovocitos fecundados.

Protocolos NUmero de NUmero de Ovocitos
foliculos cuerpos luteos fecundados

ovino 1 1 1 0
Protocolo 1 ovino 2 0 0 0

ovino 3 2 2 0

ovino 1 12 12 2
Protocolo 2 ovino 2 11 11 0

ovino 3 10 10 2

ovino 1 6 6 0
Protocolo 3 ovino 2 7 7 3

ovino 3 9 9 1
Total 9 58 58 8

Tabla 27. Datos de la cantidad y calidad de embriones y embriones viables.

Embriones Total
_ . _ Embrione ]
Protocolos Calida Calidad Calidad Degenerado ) embrio
s viables
dl 2 3 S nes
ovinol O 0 0 2 0 2
Protocolo
. ovino2 O 0 0 0 0 0
ovino3 O 0 0 1 0 1
Promedio 0 0 0 1 0 1
ovinol 6 1 1 0 8 10
Protocolo )
5 ovino2 8 0 0 2 8 10
ovino3 4 2 1 1 7 10
Promedio 6 1 0.7 1 7.7 10
ovinol 5 0 0 0 5 5
Protocolo
3 ovino2 3 1 0 0 4 7
ovino3 5 1 1 0 7 8
Promedio 3 4.3 0.7 0.3 0.0 5.3 6.7
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Figura 7. Seleccion de borregas receptoras.
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Figura 8. Materiales a usar para la superovulacion.
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TN
Figura 11. Inseminacion artificial de las borregas donadoras.
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Figuré'lnﬁ;’:uCOIeccién de embriones.
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Figura 16. Aislamiento y busqueda de los embriones del medio de coleccion.
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Figura 18. Transferencia de embriones.
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Figura 19. Diagnostico de prefiez de borregas receptoras
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