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RESUMEN

El presente estudio se desarrolld en el Centro de Investigacién y Produccién Ilipa (CIP-1lIpa),
propiedad de la Escuela Profesional de Ingenieria Agrondmica - Facultad de Ciencias Agrarias -
Universidad Nacional del Altiplano Puno, ubicado a 19 Km de la carretera panamericana sur
Puno - Juliaca, a una altitud de 3827, a 15°42°30” de latitud Sur y 70°40°50”’ de longitud
Oeste, cuya temperatura promedio anual es de 8.4°C, la precipitacion pluvial promedio anual es
de 650 mm, y una humedad relativa de 42% con clima frio — seco en el distrito de Paucarcolla,
provincia y region de Puno, ejecutada durante los meses de febrero del 2015 a marzo del 2016,
13 meses en su fase experimental. La investigacion tuvo como objetivo: Evaluar tres protocolos
de superovulacién para la obtencion de la mayor cantidad de embriones viables, determinar la
cantidad y calidad de embriones producidos por las vacas donadoras aplicados con tres
protocolos de superovulacion, determinar el porcentaje de prefiez en receptoras de embriones
transferidas a tiempo fijo, y determinar los costos de produccion y transferencia de embriones
por cada protocolo. El estudio se desarrollé bajo las condiciones de manejo y alimentacion en
las que se llevan a cabo las explotaciones ganaderas del CIP - Illpa. Los resultados muestran que
la respuesta ovarica después de la aplicacion del primer protocolo de superovulacién (S.0.) con
retiro del CIDR a las 12 horas fue en las que las 3 vacas donadoras respondieron positivamente,
y se obtuvo en promedio de 3.38 embriones viables de calidad 1; a la aplicacién del segundo
protocolo de S.O. con retiro del CIDR a las 24 horas, la respuesta en las 3 vacas donadoras fue
mayor con un incremento notable en la cantidad de embriones con un promedio de 8.33
embriones viables y de calidad 1; mientras que en el tercer protocolo de S.O. disminuyd
ligeramente la cantidad de embriones teniendo en promedio 5.17 embriones viables de calidad
1, lo que repercute directamente en los costos de produccién, siendo menor los costos de
produccion de embriones mientras mayor cantidad de embriones se obtengan. A la evaluacion
de receptoras gestantes, se obtuvo el 63.83% de prefiez en promedio, siendo la tasa de prefiez
64.71, 63.16 y 63.64% para los protocolos P1, P2 y P3 con retiro del CIDR a las 12, 24 y 36
horas, respectivamente. Se concluye que la mejor hora de retiro del CIDR post aplicacion de la
prostaglandina es a las 24 horas, debido a que tuvo la mejor respuesta sperovulatoria en las que
se obtuvo mayor nimero de embriones (8.33) de calidad 1.

Palabras clave: Donadoras, prefiez, protocolos, receptoras, superovulacion y transferencia de

embriones.
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ABSTRACT

The present study was carried out at the Illpa Research and Production Center (CIP-IlIpa),
owned by the Professional School of Agricultural Engineering - Faculty of Agrarian Sciences -
National University of the Puno Altiplano, located 19 km from the Pan-American highway south
of Puno - Juliaca, at an altitude of 3827, at 15 ° 42'30 “south latitude and 70 ° 40'50" west
longitude, with an annual average temperature of 8.4 ° C, the average annual rainfall is 650 mm ,
and a relative humidity of 42% with cold - dry climate in the district of Paucarcolla, province
and region of Puno, executed during the months of February 2015 to March 2016, 13 months in
its experimental phase. The research aimed to: Evaluate three protocols of superovulation to
obtain the largest number of viable embryos, to determine the quantity and quality of embryos
produced by the donor cows applied with three protocols of superovulation, to determine the
percentage of pregnancy in recipients of embryos transferred to fixed time, and to determine the
costs of production and transfer of embryos for each protocol. The study was carried out under
the management and feeding conditions in which CIP-IlIpa livestock farms are carried out. The
results show that superovulation (S.0.) with CIDR withdrawal at 12 o'clock was where the 3
donor cows responded positively, and an average of 3.38 viable embryos of quality 1 were
obtained; to the application of the second S.O. with CIDR withdrawal at 24 hours, the response
in the 3 donor cows was higher with a notable increase in the number of embryos with an
average of 8.33 viable embryos and quality 1; while in the third S.O. the number of embryos has
decreased slightly, with an average of 5.17 viable embryos of quality 1, which has a direct
impact on production costs, the lower the production costs of embryos while the greater number
of embryos are obtained. In the evaluation of pregnant recipients, 63.83% of pregnhancies were
obtained on average, with the pregnancy rate being 64.71, 63.16 and 63.64% for the P1, P2 and
P3 protocols with CIDR withdrawal at 12, 24 and 36 hours, respectively . It is concluded that the
best time for CIDR post-application of prostaglandin is at 24 hours, because it had the best
superovulatory response in which a higher number of embryos (8.33) of quality 1 were obtained.

Key words: Donors, pregnancy, protocols, receptors, superovulation and embryo transfer.
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l. INTRODUCCION

La transferencia de embriones dentro d€ un planeamiento reproductivo se realiza sin

dificultades en otros paises, observandose como consecuencia el mejoramiento sustantivo de la
produccion ganadera; para mejorar la ganaderia lechera en corto plazo en el Perd, seria
necesario desarrollar esta biotecnologia; por ello a través de esta investigacion se pretende
implementar un “Programa de Produccion y Transferencia de Embriones en Vacunos”
establecido con un protocolo tanto en la superovulacion con la produccion de buena cantidad y
calidad de embriones en vivo y buen porcentaje de prefiez en las receptoras, mostrando su
efectividad, identificando y evaluando algunos factores que puedan impedirla y valordndola a
través de indicadores.

Este avance acelerado en el proceso de la biotecnologias reproductivas va generando un
aumento significativo de la productividad lechera y carnica en ganado vacuno ya que se acorta
sobre todo el tiempo de la mejora genética (9 meses) a comparacion de otras tecnologias
reproductivas asi como la inseminacion artificial (m&s 10 afos). Lo que repercute en el
incremento de la produccién de carne y leche, generando mayores ingresos econémicos al

productor en muy corto tiempo.

Sin embargo, en nuestro pais y otros con bajos recursos econémicos aun no se desarrolla dicha
tecnologia ya que aparentemente aun pareciera ser costoso ya que se tiene menor porcentaje de
prefiez efectiva, menor cantidad de embriones viables y pocos profesionales calificados.
Entonces, es necesario buscar la manera de hacer mas eficiente esta tecnologia que en
consecuencia mejore la tasa de prefies efectiva y sobre todo la cantidad de embriones viables, lo
que repercutiria en la disminucion del costo en la aplicacion y/o desarrollo de la produccién y

transferencia de embriones en vacas y ademas del interés tanto de profesionales y ganaderos.

Por las consideraciones expuestas, en el presente estudio de investigacion se plante6 como
objetivo general de evaluar tres protocolos de superovulacién para la obtencion de la mayor
cantidad y calidad de embriones viables, siendo los objetivos especificos los siguientes:

a. Determinar la cantidad y calidad de embriones producidos por las vacas donadoras

aplicados con tres protocolos de superovulacion.

b. Determinar el porcentaje de prefiez en vacas receptoras de embriones transferidas a

tiempo fijo.

C. Determinar los costos de produccion y de transferencia de embriones por cada

protocolo.

12
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II.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Clasificacion taxonémica de los vacunos
Gasque (2008), reporta que la clasificacion atomica de los vacunos es la siguiente:
Reino : Chordata
Sub Reino : Vertebrata
Clase : Mammalia
Sub Clase : Theria
Orden : Avrtioctyla
Sub orden : Ruminantia
Infra orden : Pecora
Familia : Bovidae
Género : Bos
Especie : Bos taurus
Sub especie o variedad : Tipicus.

Bo et al. (1995) mencionan que, a pesar de que los esfuerzos de investigacion en los
Gltimos afios han dado lugar a poco o ningin aumento en el ndmero de embriones
transferibles después de la superovulacion, los protocolos que controlan la emergencia de
la onda folicular y el momento de la ovulacién (Baruselli et al., 2006; B6 et al., 2006) han
permitido el tratamiento de grupos de donantes, sea cual fuere la etapa del ciclo estral en
que se encontraban, y ha permitido la inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) en
donantes, sin necesidad de detectar celo.

Carril et al. (2008) sostienen que, el tratamiento mas comdnmente utilizado para la
sincronizacién de emergencia de la onda folicular para inducir la superovulacion implica el
uso de estradiol-17f o uno de sus ésteres, que no pueden ser utilizados en muchos paises
debido a preocupaciones sobre los efectos de las hormonas esteroides en la cadena

alimentaria.

13

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & i[Li Nacional del
= Altiplano

Bueno (2012), en su guia de ensefianza universitaria manifiesta que, la biotecnologia de la
reproduccion comprende de las técnicas desde la I.A. hasta la clonacion, permiten
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales. Es uno de los productos mas
embleméaticos de la investigacion del control y dominio de las ciencias de la vida y es
zootecnia porque logré aumentar con éxito el progreso genético de los hatos, destinados a
la produccion de leche, carne, lana, fibra y pelo, a través de las diferentes tecnologias

aplicadas comercialmente desde mediados del siglo XX.

Asi mismo estas técnicas tienen importancia porque pueden ser aplicadas ademas como
herramientas de otras mas modernas. Este es el caso de la I.A. en los programas de
superovulacion y T.E. con el empleo de la genética poblacional y de los métodos genéticos
fue posible el desarrollo de exigentes programas de evaluacion y seleccién de
reproductores a través de su progenie. Finalmente menciona que, las biotecnologias
reproductivas se distinguen de las técnicas génicas porque no alteran el genoma del animal,
ya que tales técnicas génicas se ocupan de los genes en particular y no pertenecen a las

biotecnologias de la reproduccion (Albarracin, 1998).
2.2 Fisiologia de la reproduccion

Albarracin (1998), dice que el ciclo estral de la vaca esta controlado por la secrecion de
hormonas del hipotdlamo, apdfisis, ovarios y Utero. Estas son hormonas liberadoras de
gonadotrofinas (GnRH) del hipotadlamo, la hormona foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH) de la hipdfisis, estrogeno, progesterona e inhibina de los ovarios y la
prostaglandina del Utero.

Ademas (Albarracin, 1998), menciona que la destruccion del cuerpo Idteo en la vaca no
prefiada se produce entre los dias 16 y 19 de su ciclo estral. El desarrollo folicular
ovarico se caracteriza por la presencia de ondas de crecimiento folicular. Una onda ha sido
definida como el desarrollo sincrénico de un gran nimero de foliculos, seguido por la
secrecion y el crecimiento de un foliculo dominante y la supresién de foliculos
subordinados. Durante el ciclo estral se produce el crecimiento de uno o dos foliculos

dominantes anovulatorios, previo a la maduracion final del foliculo ovulatorio.

El crecimiento y maduracion del foliculo preovulatorio provoca un incremento en la
secrecion de estradiol, el cual causa cambios estrogénicos en el oviducto y Utero,
comportamiento del celo, y la liberacion preovulatoria de FSH y LH. El pico
preovulatorio de LH provoca el reinicio de la meiosis, ovulaciéon y luteinizacion del

foliculo ovulado para formar el cuerpo hemorrégico. El cuerpo hemorragico se transforma
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en cuerpo luteo y provoca cambios en el oviducto y Utero debido a la secreciéon de
progesterona que permitira el desarrollo embrionario y el establecimiento de la prefiez. Si

la prefiez no ocurre, se destruira el cuerpo liteoy comenzara un nuevo ciclo estral.
2.3 Endocrinologia de la reproduccion

Hafez (1996), define la endocrinologia como una sustancia fisioldgica, organica, producida
por células especializadas que pasa al torrente circulatorio para su transporte, con el
objeto de estimular o inhibir la actividad funcional del 6rgano o tejido blanco.
Muchas hormonas producen una amplia variedad de actividades, que controlan los
procesos reproducidos se derivan principalmente de ciertas areas del hipotalamo, hipofisis,

gonadas, placentay utero (Hafez, 1996).
2.3.1 Hormona de la reproduccién bovina
2.3.1.1 Hormonas hipotaldmicas
a. Oxitocina

Bd et al. (1998) indica que la oxitocina y la ADH (Hormona antidiurética), son dos
hormonas peptidicas que sintetizan en el hipotdlamo y se almacenan en la
neurohipdfisis. La vida media de la oxitocina es muy corta (menos de 5 minutos)
ya que es degradada rapidamente por las peptidasas del higado y rifién. Las
funciones fisiologicas de la oxitocina son: la contraccion de la musculatura uterina

y modificacion de los umbrales de excitabilidad del movimiento del Gtero.

Durante el parto, la oxitocina actla en el proceso de expulsion del feto, la
contraccién de los vasos umbilicales y la contraccién del Utero después de concluido
el parto para asegurar la hemostasis, también provoca el incremento de las
contracciones del oviducto y de esta manera, interviene en el transporte, tanto de
los gametos masculinos como de los femeninos. Los estrogenos facilitan la
capacidad de reaccion de la musculatura lisa a la oxitocina, mientras que la
progesterona tiene un efecto inverso. Otra funcion de la oxitocina es la estimulacion
de las células mio-epiteliales de los alvéolos mamarios. Asimismo, se menciona que la
oxitocina exdgena ejerce una accion luteolitica en la vaca y la cabra (Albarracin,
1998).
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b. Hormonas liberadoras de Gonadotropinas

Bd et al. (1998), dice que las sustancias que controlan la liberacidn de las hormonas
hipofisciarias fueron inicialmente denominadas factores de liberacion. A medida que
se conocieron sus estructuras quimicas, se las ha Ilamado hormonas liberadoras y su
abreviatura genérica es RH. La. GnRH es un decapéptidico (10 aminoacidos) con un
peso molecular de 1.183 Daltons. Esta hormona induce la liberacion tanto de la
hormona luteinizante (LH) como de la hormona foliculo estimulante (FSH) a
partir de la hipofisis.

Ademas (Bo6 et al., 1998) menciona que, la sintesis de un gran numero de
analogos estructurales de la GnRH ha tenido gran importancia en el
establecimiento de las reacciones de estructura y actividad de esta hormona. Se ha
sintetizado dos tipos basicos de analogos de GnRH. Los analogos antagonistas
parecen unirse al receptor en la hipofisis pero induce la liberacion de LH o FSH, y
bloquea la accion de la hormona natural. Los estimulantes inducen la liberacén de
la LH Y FSH, al igual que la GnRH natural.

Finalmente (B¢ et al., 1998) resalta que, la funcién principal de la GnRH es
inducir la sintesis y liberacion de LH y FSH. Durante el ciclo estral la GnRH se

va a secretar en pulsos.
2.3.1.2 Hormonas hipofisciarias gonadotrépicas

La adenohipdfisis secreta tres hormonas gonadotréficas: foliculos estimulantes,

luteinizantes y prolactina.
a. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Hafez (1996) y B0 et al. (1998), la hipofisis anterior secreta tres hormonas
glucoprotéicas: la FSH, LH y TSH (Hormona Estimulante de la Tiroides). La vida
media de la FSH va de 2 a 5 horas.

B¢ et al. (1998), En la hembra la FSH estimula el crecimiento de los foliculos en el
ovario y participa junto con la LH estimulando la sintesis de: estradiol en los
foliculos en desarrollo. Las células de la granulosa son las que poseen
receptores para la FSH, y producen ademas de estradiol otra hormona llamada
inhibina que actla junto con el estradiol suprimiendo la liberacion de FSH por la

hipofisis.
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b. Hormona Luteinizante (LH)

Bo, et al. (1998), la LH es una glicoproteina compuesta por una sub-unidad de alfa y
otra de beta con un peso molecular de 30000 Daltons y una vida media de 30
minutos los niveles tonicos o béasales actian con la FSH para inducir la secrecion
de estrogenos de los foliculos ovaricos. Ademas menciona que, las células de la teca
interna contienen receptores para la LH y mediante su estimulacion producen
androgenos, estos luego pasan a través de la membrana basal a las células de la
granulosa, donde mediante la accion de la FSH se induce a la degradacion de los
andrdgenos para transformarse en estrogenos. El pico preovulatorio de la LH induce
una cadena de reacciones enzimaticas que terminara con la ruptura de la pared
folicular y la ovulacion. El pico preovulatorio induce la activacion del ovocito para
que continte con la meiosis o estimulara la formacidon del cuerpo luteo. La LH es la

principal sustancia luteotrdpica en animales domésticos.
c. Prolactina

Hafez (1996), menciona que es importante en ratas y ratones en donde posee
propiedades luteotrdpicas. Sin embargo en las especies domésticas la LH es la
principal hormona luteotrdpica y la prolactina es tal vez la de menor importancia.
La prolactina interviene en la lactancia y actla aparentemente a nivel de sistema

nervioso central e induce el comportamiento materno.
2.3.1.3 Hormonas Gonadales
a. Relaxina

Hafez (1996), afirma que la relaxina es secretada por el cuerpo luteo del ovario
durante la prefiez. En algunas especies la placenta y el Gtero también secretan
relaxina. En condiciones fisioldgicas, se obtienen muchos de efectos de la relaxina

cuando el tejido blanco ha sido sensibilizado por los estrogenos.

La principal accion de la relaxina es la dilatacion del cérvix y la vagina durante el
parto. Al mismo tiempo menciona que, también inhibe las contracciones uterinas
y provoca un incremento del crecimiento de la glandula mamaria si se aplica
junto con estradiol. No existen productos comercialmente disponibles con relaxina
(Albarracin, 1998),
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b. Inhibina

Hafez (1996), menciona que, tanto la inhibina A como la B son inhibidoras de la

secrecion de FSH de la hipofisis, sin alterar la liberacion de la LH.

Bd et al. (1998), menciona que, el mecanismo de accién (accion sistémica o de
retroalimentacion negativa) de la inhibina estd aceptado mientras que todavia esta
en discusion si la accion mas importante de la inhibina es a nivel general o a nivel

local (en el Ovario).
c. Estrdgenos

Hafez (1996), afirma que se encuentran substancias con actividad estrégena tanto en
animales como en plantas. El principal estrdgeno que se secreta en el ovario es el
estradiol 17B aunque estrona y estriol también son secretados en concentraciones
menores. La produccién de estradiol por parte del foliculo es un proceso en el que
intervienen tanto las células de la teca y de la granulosa, con el aporte de la
LH Y la FSH en un mecanismo llamado de dos células, dos gonadotropinas.
También hace mencion que, cuando el foliculo crece, la FSH inducird ademas la
sintesis de receptores para la LH en las células de la granulosa, aumentando
aun mas la produccién de androgenos que luego son transformados en estrégenos

por parte del foliculo dominante.

Ademas Hafez (1996), dice que de todos los esteroides, los estrégenos muestran las
funciones fisiolégicas mas variadas: actlan en el sistema nervioso central
para inducir el comportamiento del estro de la hembra. Los estrogenos actlan en
el utero haciendo que aumente la masa del endometrio y miometrio. Tal aumento se
debe a la hiperplasia celular y la hipertrofia. También hace que aumente la actividad
y la frecuencia de las contracciones mediante la potenciacion de los efectos de la
oxitocina la prostaglandina FGa. Los estrégenos estimulan el desarrollo de las

caracteristicas sexuales de la hembra.

Bé et al. (1998), los estrégenos ejercen efectos de retroalimentacion negativa y
positiva en el control de la liberacién de LH y FSH, a partir del eje hipo tdlamo
hipofisiario. El efecto de retroalimentacion positiva estd intimamente
correlacionado con los niveles de progesterona circulante. Durante la fase Luteal,
es decir cuando tenemos un cuerpo luteo funcional y altos niveles de progesterona
circulante, el efecto del estrdgeno sobre la gonadotropinas es negativo, en cambio

en la fase folicular (Luego de la lutedlosis y cuando nos aproximamos al celo), al no
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haber concentraciones altas de progesterona en sangre el estrogeno induce la

liberacion de la GnRH (pico preovulatorio de LH y FSH.
d. Progestagenos

Hafez (1996), menciona que la progesterona es el progestageno que se presenta en
mayor cantidad en forma natural, y es secretada por células del cuerpo luteo, la
placenta y las glandulas adrenales. También menciona que, la funcién de la
progesterona es preparar al Gtero para la implantacién y mantenimiento de la
prefiez, mediante el aumento de las glandulas secretoras del endometrio y la
inhibicién de su motilidad. Actla en forma sinérgica con los estrdgenos para
inducir el comportamiento del estro en la oveja y de la vaca. Hace que se forme
el tejido secretor (alvéolo) de la glandula mamaria. Concentraciones elevadas
inhiben el estro y el pico ovulatorio de LH y afectara la frecuencia de los pulsos de
LH, lo que hace evidente la importancia de esta hormona en la regulacion del ciclo
estral.

2.3.1.4 Hormonas uterinas
a. Prostaglandinas

BO et al. (1998), afirma que, a diferencia de otras hormonas las prostaglandinas no se
localizan en un tejido en particular. La mayor parte de ellas actian en el sitio en
donde son producidas, por medio de una accién paracrina aunque también, se las
puede transportar en la sangre, para actuar en un tejido blanco lejos del tejido de
produccién, las prostaglandinas existen por lo menos en seis compuestos
principales y numerosos metabolitos que tienen gran variedad de efectos
farmacoldgicos, intervienen en la presién sanguinea la hipofisis, las secreciones
gastricas, la coagulacion de la sangre y otros procesos fisiol6gicos como la funcién

renal y respiratoria.

Albarracin (1998), indica que las concentraciones sanguineas de prostaglandinas
son bajas, pero se elevan en ciertas condiciones como en el parto. Son degradadas
rapidamente en la sangre y solamente después de su inyeccion en dosis
farmacoldgicas pueden obtener efectos fisioldgicos notables. Finalmente menciona
que, todas las prostaglandinas son acidos grasos no saturados de 20 carbonos. El
acido araquiddnico es el acido graso esencial, es el precursor de las prostaglandinas
mas relacionadas con la reproduccién, en particular las prostaglandinas F2a
(PGF20) y la prostaglandina E2 (PGE2).
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Bé et al. (1998), manifiestan que las PGF2, tienen propiedades luteoliticas en
animales domésticos. Si se retira de una vaca, cerda, oveja 0 yegua. ElI Cuerpo
Lateo no involucionard por lo menos durante el tiempo correspondiente a la
gestacion. ElI mecanismo durante el cual la PGF2, llega del endometrio del utero al
ovario en los rumiantes es Unico, ya que esta prostaglandina al ser liposoluble
difunde las paredes de la vena Utero-ovérica y pasa a la arteria ovérica y de ahi
directamente al cuerpo luteo. Esto es favorecido por la intima relacion existente

entre la vena y la arteria de los rumiantes.

En animales domésticos, un incremento de los estrégenos que provoca un
incremento en el crecimiento del miometrio del Utero favorece la accion de la
oxitocina, esta a su vez estimula la sintesis de PGF2a y su liberacion. Ademas de
la actividad luteolitica, la PGF2a estimula las contracciones uterinas, desempefia
una funcidn en el transporte de los espermatozoides, tanto en la hembra como en el
macho y provoca constriccion de los vasos sanguineos. La otra prostaglandina de
interés en la reproduccidn, la PGE2, actla durante el parto, estimula la contraccion
del utero, dilata el cérvix y los vasos sanguineos y no tiene accidn luteolitica, en

realidad se cree que la PGE2, tiene accidn luteotréfica (Albarracin, 1998).

Hafez (1996), dice que la PGF2 interviene localmente en la ovulacién de la vaca.
Puede bloquearse la ovulacion mediante la administracién de indornetacina, que es
un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas. La liberacién de LH no se afectara en
estos animales, de tal manera que la accion y sintesis de prostaglandinas se realizan

probablemente en el foliculo ovarico.
2.3.2 Parametros reproductivosde la vaca

2.3.2.1 Estro

McDonald (1971), manifiesta que durante la pubertad, surgen tipos ritmicos de
conducta sexual. Este cambio de conducta (receptividad sexual) es llamado estro
(del latin oistros que significa deseo imperioso, en términos populares se denomina
celo) y tiene lugar en cada ciclo estral en las hembras sin estacion reproductiva a
menos que se interponga la prefiez. En este periodo que es bastante definido
comienza con la época de la primera aceptacion y termina con la UGltima

aceptacion del macho con duracion media de 15 a 18 horas.

Salisburi (1964), dice, el ciclo estral o periodo de celo o estro es relativamente breve,
dura sélo de 6 a 36 horas.
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Holy (1986), los sintomas son numerosos y de diversa intensidad. Jugando en la
reproduccion dirigida un papel importantisimo ya que nos ayuda a
seleccionar las hembras para el proceso reproductivo en el momento adecuado. Las
hembras en celo se las llama también alzadas, en calor o en celo. Los sintomas
principales son: se separan del rebafio observando a sus alrededores, hay
mugidos, disminucion del apetito, disminucion de la produccion de leche, busca,

olfatea, persigue a otras vacas y reflejo de montay friccién.
2.3.2.2 Fases del ciclo Estral

La clasificacion mas antigua del ciclo estral se divide en 4 fases:
a. Diestro

Callejas et al. (1996), menciona que en periodo de reposo sexual, dura
aproximadamente nueve dias, en los cuales se produce la involucion del cuerpo
lateo suficientes de estradiol como para iniciar el celo y la descarga preovulatoria
de LH.

b. Fase Preovulatoria (estro y metaestro)

Albarracin (1998), manifiesta que esta fase comienza con la receptividad al macho
(hembra se deja montar por otras hembras y por el toro), e involucra todos los
cambios que permite la ovulacién y el comienzo de la formacion del cuerpo
IGteo, en este periodo se producen importantes fendmenos: inicio del celo, onda
preovulatoria de gonadotrofinas y ovulacién. El intervalo entre el inicio de la
lutedlisis y comienzo del celo es 58 a 60 horas aproximadamente.

Segun Albarracin (1998), los niveles de estradiol aumentan desde la regresion luteal
hasta alcanzar los niveles maximos el dia previo a la iniciacion del celo. Dicha
elevacion de estradiol provoca el comportamiento propio del celo e induce la
descarga preovulatoria de LH. Esta tiene una duracion 6-10 horas, se inicia junto
con el celo y alcanza su valor maximo (pico) 4 a 5 horas mas tarde. Durante el pico
preovulatorio, la descarga de LH sigue un patréon pulsatil. El estradiol actla
mediante los siguientes mecanismos para desencadenar la secrecion preovulatoria de
LH.

1. Aumenta la sensibilidad hipofisiaria al estimulo de la GnRH.

2. Aumenta el nimero de receptores para GnRH en las células hipofisiarias.
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3. Estimula la biosintesis de gonadotropinas, dado el incremento que se observa
en el contenido de ARNm para estas hormonas previo y durante la descarga de
LH.

4. Aumenta el efecto preparador (self-primming effect) de la GnRH, eso es el
proceso mediante el cual la GnRH incrementa la respuesta hipofisiaria a
exposiciones sucesivas de la hormona.

5. Establece un mecanismo a nivel hipotaldmico que culmina con la liberacién
de una descarga de GnRH, que a su vez induce el pico preovulatorio de

Gonadotrofinas.

Asi mismo Hafez (1996), hace hincapié en las funciones principales de la LH son la
estimulaciéon de la maduracion folicular final, la activacion del ovocito para que
continde con la meiosis (en profase 1, ovocito I.) y el mantenimiento del cuerpo
lateo. La descarga preovulatoria de LH ocurre al comienzo del estro,

concurrentemente con el pico de FSH.

Se cree que este pico de LH causa la ovulacion e inicia la luteinizacion de las células
de la granulosa y la teca. Generalmente la ovulacion ocurre entre 24 y 30 horas
después del comienzo de descargas preovulatoria de LH y FSH. El pico
preovulatorio de LH produce nivel ovarico un aumento de riego sanguineo, se
disocia el cumulus oophorus y en consecuencia se deja de inhibir la meiosis y se
elimina el primer corplsculo polar. Se produce un aumento y cambio en la
secrecion de esteroides que se manifiesta por un aumento de sintesis de

progesterona.

Esto produce edema y ademas, estimula la colagenaza de la teca que comienza
a degradar el tejido conectivo que separa el foliculo de la superficie ovarica y se
inicia la formacion del estigma (&rea extremadamente delgada del apéndice
folicular). Otro cambio que se produce es el aumento de los niveles de PGF2a,
luego las contracciones ovaricas provocadas por la PGF2a producen la ruptura del
foliculo, el cual se contrae por la misma PGF2a e impulsa el ovocito. Después de la
descarga preovulatoria, no se detectan pulsos de LH durante 6-12 horas. Sin
embargo la secrecion de FSH continda y se produce un segundo pico que se debe a
la remocién de la retroalimentacion negativa de la inhibina al destruirse su fuente

de produccion (Foliculo) al producirse la ovulacion.
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c. Fase Luteal (Diestro)
Esta fase se caracteriza por el dominio del cuerpo luteo.

Callejas (1996), después de la ovulacion, las concentraciones de progesterona
comienzan a elevarse en los dias 3 o 4, alcanza un pico entre los dias 8 y 12, y
luego disminuyen hasta concentraciones basales antes del préximo estro, como
consecuencia a la secrecion uterina de PGF2 y en ausencia de un embrion viable en

el utero.

Bd et al. (1998), dicen que el factor Luteotropico mas importante en la vaca parece

ser la LH, aungue también tiene participacion la FSH.

Holy (1986), menciona que el cuerpo liteo en su desarrollo méximo sobrepasa el
volumen del foliculo de graff y prolapsa en forma de boton amarillo sobre la
superficie del ovario. La formacion del cuerpo amarillo sobre la superficie del
ovario es muy rapida, a los 4 o 6 dias después de la ovulacidn es posible palparlo
por via rectal. El cuerpo luteo alcanza su desarrollo maximo a la mitad del ciclo
estral (9-12 dias) y tiene entonces un color amarillo oro. Cuando el 6vulo es
fecundado, el cuerpo amarillo persiste como cuerpo amarillo de gestacion y su

funcién hormonal protege el curso de la gestacion.

Bo6 et al. (1998), mencionan que cuando la ovulacion pasa sin fecundacion, el
cuerpo lateo, al acabar su desarrollo y funciones maximas involuciona y a los 16
dias del ciclo estral comienza a perder su tamafio y su funciéon hormonal. En

animales viejos, las funciones del cuerpo luteo declinan como consecuencia de:

1. Una incapacidad de las células foliculares (granulosa y teca interna) para
responder completamente al estimulo hormonal.
2. Cambios en la cantidad, calidad o ambas en la secrecion hormonal. Una

reduccién del estimulo para la secrecién hormonal.

Hafez (1996), resume que la region del cuerpo amarillo se sucede por el reemplazo
de las células luteinicas por células fibrosas y toma color amarillo claro, esta

cicatrizacion recibe el nombre de cuerpo albicans, fibroso y candidans.
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d. Dinamica Folicular Ovérica

Callejas (1996), dice que durante el ciclo estral bovino los foliculos se desarrollan y
regresan en procesos ordenados Ilamados "ondas de desarrollo folicular”. Se han

descrito animales con dos, tres y cuatro ondas foliculares en el ciclo estral.

Bd et al. (1998), manifiestan que generalmente la primera onda comienza el dia de la
ovulacion, mientras que la segunda, tercera y cuarta onda comienza en momentos
muy variables. La dindmica folicular ovarica esta principalmente regulada por la
glandula pituitaria anterior, que controla la funcion ovérica a través de la sintesis y
secrecion de FSH y LH. La funcién principal de la FSH es estimular el
crecimiento de ondas de foliculos ovéricos estrales. Las concentraciones de FSH en
el suero o plasma aumentan hasta un pico 1 o 2 dias antes del comienzo de una
onda. Hay un gran pico mas pequefio y secundario alrededor de las 24 horas mas

tarde que es la clave para iniciar la primera onda de crecimiento folicular.
e. Lutedlisis

B¢ et al. (1998), mencionan que, todavia existe controversia sobre el mecanismo de
la lutedlisis en el cual intervienen diferentes hormonas provenientes de los foliculos
ovaricos (estradiol), el cuerpo lGteo mismo (oxitocina) y el endometrio (PGF2a).
Aparentemente, la clave para que ocurra la lutedlisis esta relacionada con la
activacion de receptores endometriales uterinos para la oxitocina por parte del

estradiol.

El estradiol proviene del foliculo dominante, interactia con sus receptores
endometriales e induce la sintesis de receptores para la oxitocina. Luego la
oxitocina circundante (la cual provienen en primera instancia de la neurohipdfisis y
luego del cuerpo lGteo) se une sus receptores, activa la fosfolipasa A, libera el acido
araquiddnico e induce la cascada sintética de araquidénico que lleva a la produccién
de PGF2a. uterina. La PGF2a. sale del Gtero por el sistema venoso y llega al ovario
por el sistema arterial, estimula a su vez la liberacién de oxitocina por el cuerpo
IGteo, y la oxitocina luteal induce una secrecion de PGF2a por el endometrio y
establece un feed back positivo entre ambas hormonas que conduce al aumento de

los niveles de PGF2a. con la consecuente destruccion del cuerpo IGteo.

Este mecanismo de retroalimentacion positiva de la oxitocina del cuerpo luteo al
ovario y de la PGF2a del Utero hacia el cuerpo lGteo sirve probablemente como un

mecanismo para asegurar que la lutedlisis ocurra.
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1. Que al unirse la PGF2a con los receptores en las células luteales grandes
induzcan una disminucion de la secrecion de progesterona induzca la lisis
celular incrementando las concentraciones intracelulares de Ca*™. Este Ca™
llevard a la degradacion de las células luteales a través de una estimulacion de

las endonucleasas que fragmentan el ADN.
2. Que ocurra por una combinacion de las dos teorias anteriores.

Usualmente se dice que la PGF2a inducira la lutedlisis a partir del dia 5 y se
pensaba que estaba relacionado con la capacidad del cuerpo IGteo de sintetizar
receptores de PGF20. No obstante se ha demostrado recientemente que la
concentracion y afinidad de receptores PF2o. altamente especializados en el
Cuerpo Luteo del bovino son similares en los dias 2, 6 y 10 del ciclo estral.

2.3.2.3 Duracion del ciclo estral

Albarracin (1998), aduce que los resultados de diversos trabajos que indican que
el ciclo estral para la vaca es de 21 + 3.68 dias en vacas y mas menos 2.33 dias en
novillas, pero que muchas hembras vuelven a entrar en celo a intervalos mayores o
menores que el promedio esperado. Un informe al respecto sefiala que 30% de
todos los ciclos estrales son menores de 17 o mayores a 25 dias, y como regla
general, cada vaca o vaquillona tienen su duracion de ciclo personal. Es decir que
existen pocas variaciones en la duracién del ciclo en un mismo animal, pero

existen mayores diferencias entre los ciclos de distintas vaca o vaquillonas.
2.3.2.4 Duracion del periodo de Celo

Salisbury (1964), menciona que, el celo es de corta duracidn, con una media de 15,
a 19 horas, estas variaciones se presentan en novillas, las cuales tienen un
periodo de celo méas corto que las vacas. Por otro lado, los animales que empiezan
a presentar calores por la tarde, permanecen en tal estado 2 a 4 horas mas que
los que inician el celo por la mafiana. La duracién media del estro, tanto para
vaca lechera como para la de carne es de 18 horas y se considera normales periodos
de 12 a 24 horas. La duracion media del estro parece que es s6lo de 12 a 13 horas
en vacas de razas europeas en un clima subtropical. La ovulacion se produce de 10
a 12 horas de terminado el estro, tanto en vacas lecheras como en las de carne,

considerandose normales los intervalos de 6 a 15 horas.

McDonald (1971), menciona que el comienzo del estro es un fendmeno gradual y

resulta dificil identificar los momentos precisos en gque realmente se inicia, ya que
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depende de muchos factores, el principal de los cuales es el cambio de conducta de
la hembra y el macho. La duracion del estro suele basarse en el periodo de
aceptacion del macho. La raza y la temperatura ambiental pueden influir en la
duracion del estro. Diversos estudios méas recientes demuestran que tanto el
acoplamiento fértil, un servicio estéril y el acto de la Inseminacion Artificial

acortan la duracion del celo.

Ortrowski (1981), menciona que, naturalmente, una serie de factores influyen sobre
la duracion del estro. Uno de ellos, como ya se dijo, es el acoplamiento, otro es el
estado de lactacion de la vaca. Asi se sabe que en vacas de razas para carne con cria

al pie la duracion del celo es menor que en vacas secas,
2.3.2.5 Dinamica folicular en el bovino adulto

Bé et al. (1998) mencionan que, los estudios que utilizaron la ultrasonografia para
monitorear la poblacién folicular en diferentes categorias por tamafio o foliculos
individualmente identificados han documentado convenientemente que el
crecimiento folicular ocurre simulando ondas y que la mayoria de los ciclos estrales
en bovinos comprenden dos o tres de dichas ondas. Ademas el patron de ondas de
desarrollo folicular ha sido documentado durante el comienzo de la prefiez, mas
recientemente en terneras puberales. La dindmica folicular ovérica produce a través

de estadios integrados de reclutacion y dominancia folicular.

Este es un proceso recurrente, en el cual uno o dos foliculos dominantes
anovulatorios desarrollan, previo al foliculo ovulatorio. El reclutamiento es un
proceso en el que un conjunto de foliculos antrales comienza a crecer en medio
con suficiente soporte gonadotréfico que permita progresar hacia la ovulacion. La
seleccion es un proceso por el cual un foliculo evade la atresia y adquiere
competencia para alcanzar la ovulacion (Hafez, 1996)

Albarracin (1998), dice que, la dominacion es el medio por el cual el foliculo

seleccionado inhibe el reclutamiento de una nueva serie de foliculos.
2.3.2.6 Ondas foliculares

B6 et al. (1998), dicen que una onda folicular involucra el desarrollo sincrénico de
un grupo de foliculos. Esta caracterizada por el desarrollo de un gran foliculo
dominante, el cual es anovulatorio si ocurre durante la fase luteal y ovulatorio si
ocurre en la fase folicular; y varios foliculos que invariablemente se atresian.

Algunos investigadores han observado una preponderancia de ciclos de dos ondas,
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mientras que unos indican una preeminencia de tres ondas, especialmente en
ganado cebuino. Si bien los factores que afectan el desarrollo folicular no han sido
enteramente dilucidados se les atribuye factores como el nivel nutricional,

especie, edad y anestro lactacional.

Para el patron de dos ondas, la primera onda comienza, en promedio, el dia O (Dia
de la ovulacion) y la segunda comienza el dia 10. Cada onda estd compuesta de
varios foliculos individualmente identificables a partir de un diametro de 4 mm., se
describieron en el desarrollo del foliculo dominante de la primera onda una fase de
crecimiento (dia 0 a 6), una fase aparentemente estatica (dia 6 a 12) y una fase de
regresion (dia 12 en adelante). El foliculo dominante en la segunda onda es el
ovulatorio y el didmetro maximo alcanzado no difiere de la primera onda (promedio
16 mm). Los foliculos subordinados de cada onda incrementan su diametro
promedio de 8 mm tres dias después de la emergencia de la onda, luego tienen una
pequefia fase estatica y luego regresan. Para el patrén de tres ondas, la emergencia
de las ondas ocurre en promedio en los dias 9 y 16 las dos primeras son

anovulatorias (Albarracin, 1998).

2.3.3 Definicion de transferencia de embriones

Aspron (1992), en su articulo “Transferencia de Embriones Bovinos - Biotecnologia
de Punta”, define a la transferencia de embriones bovinos, como una técnica para el
mejoramiento genético del ganado vacuno, consiste en provocar que una vaca 0
vaquilla “donadora”, mediante un tratamiento hormonal e inseminacion artificial con
un toro probado con un alto valor genético, produzca varios embriones en siete dias,
después le son extraidos para ser transferidos a las receptoras, que previamente
fueron sincronizadas con el calor de la vaca “donadora”. La receptora no trasmite
ninguna caracteristica genética a la cria y solo sirve para mantenerla hasta el parto y

durante la lactancia.

De Bem et al. (1994), en el articulo “Técnica de la Transferencia de Embriones”,
definen a la transferencia de embriones como una biotecnologia que consiste en una
estimulaciéon hormonal de los ovarios de la vaca apta como donadora, para inducir el
desarrollo y maduracion de varios foliculos simultdneamente. Seis u ocho dias
después de la monta natural o de la inseminacion artificial, los embriones son
colectados a través de un lavado uterino y transferidos a vacas aptas como receptoras

que llevaran la gestacion a su término.
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Henriquez et al. (1998), indican que, la transferencia de embriones bovinos consiste
basicamente, en poner los embriones producidos por una vaca y un toro de alto valor
genético en vacas cruzadas o corrientes, con el fin de que éstas desarrollen al
embrién hasta el parto y sean las madres adoptivas de los becerros hasta el momento
del deteste, adaptandolos al medio ambiente. En resumen, la transferencia de
embriones bovinos es una herramienta reproductiva y comercial para los establos, la
cual puede traer grandes beneficios econdmicos al ganadero, ya sea por medio del
mejoramiento genético del mismo hato, o por la venta de los embriones a otros

productores que quieran elevar la calidad de su ganado.

Palomino (2000), resume que, la transferencia de embriones consiste en tratar a las
hembras genéticamente superiores, llamadas “Donantes de oocitos” con preparados
hormonales comerciales para inducirles crecimiento y maduracion folicular maltiple
y ovulaciones de un nimero mayor de oocitos que lo normal, este proceso se
denomina superovulacion. Estos oocitos una vez fecundados in vivo, empleando
semen también de alto valor genético, son recuperados mediante lavados del Gtero de

las donantes para su examen en el laboratorio.

Los embriones jovenes de 6 a 9 dias de edad, son evaluados y seleccionados para su
implante definitivo en hembras de escaso valor genético pero de buen historial
reproductivo correctamente sincronizadas, llamadas receptoras de embriones, que
son a manera de incubadoras biol6gicas, donde se desarrollaran normalmente hasta
el término de la gestacion. Sin embargo durante los Gltimos afios el procedimiento de
transplante embrionario ha evolucionado tremendamente, simplificando las
maniobras, reduciendo los costos, y con el uso de técnicas no quirdrgicas para el
implante, muy parecidas a las empleadas en la inseminacion artificial hace que su
aplicacién en condiciones de campo muestre resultados muy satisfactorios, cuando
se tiene disponible un abastecimiento adecuado de embriones congelados (Hafez,
1996).

Luna del Campo (2006), define a la transferencia de embriones como el transplante
de un embrién de una buena vaca particular y un buen toro, al Gtero de otra vaca
receptora (incubadora). Basicamente el proceso consiste en tratar las vacas donantes
con hormonas que inducen la maduracién y ovulacién de un ndmero mayor de
foliculos, es decir; realizar el tratamiento superovulatorio; en el momento del celo, la

donante recibe servicio natural o inseminacion artificial con el toro superior elegido.
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Los oocitos una vez fecundados in vivo e iniciado el desarrollo embrionario, entre
los dias 6 y 8 después de la inseminacion, son colectados de la cavidad uterina de la
donante, aislados y luego transferidos al cuerno uterino de vacas receptoras
sincronizadas, que estuvieron en celo 6 a 8 dias antes. EI embridn recibe el genotipo
de la vaca donante y del toro, y la funcién de la receptora es unicamente la de
incubar el embridon y alimentarlo hasta el parto. Todas las operaciones que se
efectian en el aparato reproductor de donantes (inseminacién y colecta de
embriones) y en receptoras (transferencia), son por medios no-quirdrgicos de bajo
costo, simples y sin riesgos para el futuro reproductivo de las vacas utilizadas
(Albarracin, 1998).

Zapien (1990), expresa que, bajo condiciones préacticas, el término transferencia de
embriones debe entenderse como un conjunto de técnicas que permiten producir,
recuperar y transferir embriones. El grado de éxito, medido como gestaciones y/o

crias producidas, depende de la perfeccidn con que cada una de ellas se realice.
2.3.4 Por qué se realiza la transferencia de embriones?

Aspron (1992), sefiala en su articulo que, en condiciones normales cada vaca
produce una sola cria al afio, lo cual significa que cuando mucho producird 6 a 8
becerros durante toda su vida. A través de la inseminacion artificial se pueden
obtener miles de crias de un solo toro; con la transferencia de embriones se han
Ilegado a tener méas de 100 crias de una misma vaca durante su vida productiva, lo
cual facilita el mejoramiento genético, con el consecuente incremento de la

produccion de leche.

Henriquez et al. (1998), afirman que al lograr 4 6 5 crias més por afio de una vaca
sobresaliente, el avance en el progreso genético se acelera, de modo que acortamos a
uno el periodo de cinco afios que tendrian que pasar para tener el mismo nimero de

crias con las caracteristicas genéticas deseadas.

Palomino (2000), manifiesta que, un programa de trasferencia de embriones cumple
el objetivo de mejorar rapidamente el rendimiento productivo, toda vez que permite
transplantar embriones de padres de élite, de tal modo que se ofrece la oportunidad
de cambiar en la primera generacién (F1) completamente la base genética de las
crias, lo que permitird transformar rapidamente hatos de vacas escasamente
productivas, en establecimientos de animales de gran rendimiento, por poseer

caracteristicas hereditarias de importancia econémica.
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En hatos ganaderos ya establecidos, donde cuentan con alto nivel de mejora genética
derivada del extranjero, la transferencia de embriones hace posible producir un
mayor numero de crias de hembras de calidad excepcional en menos tiempo que la
reproduccion natural y generar en poco tiempo una ganaderia prospera. Una vaca
excepcionalmente gran productora de leche, generaria de 5 a 8 crias durante toda su
vida reproductiva til, este mismo animal, mediante la sper ovulacion e implante
embrionario, producird 20 a mas crias en apenas un afio y decenas de descendientes

durante toda su vida productiva (Albarracin, 1998).

2.3.5 Beneficios que ofrece la transferencia de embriones

Aspron (1992), enumera las ventajas que ofrece la transferencia de embriones de

bovinos:

a. Permite hacer una rigurosa seleccion por el lado materno logrando un

progreso genético acelerado.

b. Obtener partos gemelares y aumentar la cosecha de becerros, con la
biparticion de embriones se pueden obtener crias del mismo sexo.

C. Es una excelente ayuda para evaluar la capacidad fertilizadora de los
sementales, asi como para determinar si son portadores de algunos defectos
hereditarios.

d. A través de congelamiento de embriones y de la fertilizacién en el laboratorio

se pueden tener crias de donadores que ya murieron.

De Bem et al. (1994), precisan algunas ventajas de la transferencia de embriones

bovinos como:

Expansion genética y mejoramiento genético acelerado.
Aumenta la posibilidad y la presion de seleccion de las hembras.
Conservacion de las razas en peligro de extincion, por la crio preservacion.

Intercambios internacionales de germoplasma.

® o 0 T

Comercio de embriones sexados y congelados.

Forlino (2005), en su articulo “Transferencia Embrionaria en Bovinos”, manifiesta

que, los beneficios de esta biotecnologia son los siguientes:

a. Incrementar rapidamente la produccion de hembras genéticamente superiores.

Rescate genético de animales accidentados o enfermos permanentes, de los
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que pudieran obtenerse embriones deseados, antes de que mueran.

Posibilidad de testaje genético rapido.
b. Control y prevencién de enfermedades.
c¢. Importacion y exportacion.
d. Maximizar el uso de semen de alto valor genético.

e. Ayudar a la aclimatacion de ciertas razas a diferentes medio ambientes.

Planificar cruzamientos.

Balbin Razeto (2004), precisa que, las trasferencias embrionarias pueden acelerar el
progreso genético del rodeo hacia biotipos que produzcan leche o carne, con la
calidad que el mercado demande, y adaptados a sistemas de produccion rentables.
Los beneficios mas importantes se pueden resumir en: Amortizacién del capital vaca
donante. Amortizacion y eficiencia en la utilizacion de semen de alto valor genético
y econoémico (0.8 dosis de semen por ternero). Hembras de reemplazo provenientes
del ndcleo genético. Machos seleccionados para dadores de semen, mediante
inseminacion artificial se va a lograr el impacto genético y productivo sobre el rodeo
general. Mejoramiento de la calidad de toros para reposicion y venta; disponibilidad
de hembras para la venta, que antes hubieran sido de reemplazo. Estos beneficios
quedan resumidos en avance genético y mejoramiento del rodeo a largo plazo,
mientras que se obtiene un retorno inmediato de la inversién mediante la venta de

embriones, y rentabilidad de mediano plazo con la venta de reproductores.
2.3.6 Etapas de la transferencia de embriones

Aspron (1992), manifiesta que el procedimiento de la transferencia de embriones
considerando las siguientes etapas:

Seleccion de vacas donadoras y receptoras.

o o

Seleccién de sementales.

Superovulacion e inseminacién de las donadoras

a o

Sincronizacion estral donadora-receptoras.
Recoleccion, busqueda y evaluacién embrionaria.
Microcirugia embrionaria.

Congelacion, refrigeracion.

e.
f.
g.
h.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

Transferencia del embrion a la receptora.
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De Bem et al. (1994), manifiestan que, la transferencia de embriones bovinos
consiste en colocar el embrion en el Gtero de la receptora ya sea por acto quirdrgico
0 no. La técnica comienza haciendo una buena sujecion de la vaca receptora, luego
una verificacién de formacién de cuerpo lGteo por palpacion rectal, introduccion
delicada de la pistola conteniendo el embrion y finalmente la deposicion del embrion

lo mas cerca posible de la unién del Utero con el cuerno uterino.

Palomino (2000), puntualiza con precision las etapas a seguir en el programa de la
transferencia de embriones: planeamiento reproductivo, personal competente y
capacitado, seleccion de donantes y receptoras, implementacién de protocolos
probados en la superovulacion y sincronizacion, recoleccion de embriones de las
donantes, tratamiento post recoleccion a las donantes, manipulacion de los
embriones (evaluacién), transferencia embrionaria, conservacion mediante
refrigeracion a 5°C o mediante congelacion a -196°C, finalmente el diagndstico de

prefiez de las receptoras.

Zapien (1990), indica en su publicacion “Transferencia de Embriones - Uso e
Impacto en la Ganaderia de Leche”, que algunas de estas etapas son: Seleccion de
donadoras, de receptoras, superovulacion, inseminacion artificial de donadoras,
sincronizacion del estro entre donadora y sus receptoras, recuperacion, bisqueda y
evaluacion de embriones, micro manipulacion, conservacion y finalmente la

transferencia de los embriones.
2.3.7 De las vacas donadoras

Aspron (1992), manifiesta que, desde el punto de vista genético la donadora debe ser
un animal sobresaliente en cuanto a produccion de leche, evaluando esto tanto en
base a su propia producciéon como la de sus hijos e hijas; no debe descuidarse el
aspecto del fenotipo, ya que muchas veces es lo que da mayor valor comercial a las
crias, ademas debe ser un animal con buenos antecedentes productivos y
reproductivos, que presente ciclos estrales de duracion normal, con buena fertilidad
(cargandose con uno o dos servicios 0 en un maximo de dos empadres), sin defectos

anatémicos en el aparato reproductor.

Asi mismo agrega que, en el aspecto sanitario deberan estar libres de enfermedades,
especialmente aquellas que afectan la funcion reproductiva; segun la region, deberan
estar sometidas a un estricto programa de vacunacion y desparasitacion para
garantizar un buen estado de salud. Deberan estar en perfectas condiciones fisicas, ni
gordas ni flacas, para obtener los resultados esperados. Deben emplearse en este
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programa toros probados, en produccion y tipo, para garantizar la calidad de crias. Si
se emplea un toro no probado, los becerros resultantes quiza tengan menos valor que

todo lo que se invirtié para producirlos (Albarracin, 1998).

Henriquez et al. (1998), este autor y colaboradores resaltan que, cuando la vaca
donante ya ha recibido las hormonas y ha entrado en calor, se procede a inseminarla
artificialmente con semen de un toro también de muy buena calidad. La vaca es
inseminada en 3 intervalos de 12 horas para dar oportunidad de que la mayoria de los
6vulos sean fecundados, ya que no todos estan disponibles al mismo tiempo.

Palomino (2000), sostiene que, las vacas donantes potenciales seran genéticamente
superiores, estaran en buen estado de salud, se tomard en cuenta su historia
reproductiva, se debe saber cuéantas crias ha tenido, cuéntas inseminaciones son
necesarias para prefiarlas, que estén ciclando normalmente, si ha tenido problemas en
el parto, en el puerperio, que sean de buen instinto maternal, normal intervalo entre
partos, etc. Considerar datos de produccion de leche por afio, etc. Serd necesario
pasar por un examen clinico general en el que se debe examinar el aparato

respiratorio, digestivo, circulatorio, locomotor, etc.

Igualmente realizar una exploracion obstétrica: para evaluar por tacto rectal, las
condiciones del aparato reproductor en general, ademas de la coloracion de las
mucosas vaginal y cervical, asi como el aspecto del moco cervical. Verificar que las
vacunaciones estén actualizadas y se tendra en cuenta las enfermedades de cada
region donde se realice la transferencia de embriones teniendo cuidado de las
siguientes enfermedades: Leucosis, los herpes virus de la rinotraqueitis infeccion
bovina (IBR), la vulvovaginitis postular infecciosa (IPV), tuberculosis, leptospirosis,
lengua azul; entre las mas importantes (Albarracin, 1998).

Walenciak (2005), en su articulo “Superovulacion y alimentaciéon en bovinos”,
sostiene que, la alimentacion adecuada de la donante es fundamental si se van a
producir embriones, antes de que tenga lugar la reproduccion, debe haber una racion
alimenticia efectiva; una donante “gorda es un problema tan grande como una
donante flaca”. Recomienda, evaluar la salud de la donante por lo menos un mes
antes de la superovulacién. La provisién de minerales de libre eleccion también es
una buena idea. Algunas zonas también podran necesitar suplementaciéon para

contrarrestar las deficiencias de selenio y cobre.

Esta autora citando a Lockhart. (2001) refiere que las hembras donantes se separan
del resto del rodeo 30 dias antes del flushing para centrarse en niveles de energia y
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suplementacion especial de minerales, "cuando estd todo listo para el flushing, es
importante tener un alto nivel de nutricion”; luego que se realiza el flushing, se les
otorga un tiempo de descanso de 45 - 60 dias, en donde los niveles de energia
disminuyen para asegurarse que la vaca no ingrese muy gorda al proximo ciclo de
flushing. La vaca potencialmente donante, debe ser reproductivamente sana para
producir los mejores resultados. Deberéd ademas, tener un tracto reproductivo normal
en palpacion rectal y deberd tener una historia post parto normal, especialmente

relacionada con la duracion de 18 a 24 dias del ciclo del estro.

Salvador (2006), indica que como donantes son validas todas aquellas vacas adultas
que no presentan ningun problema de tipo ginecoldgico. En Ultima instancia se
pueden incluir en la transferencia de embriones animales que poseen, como minimo,
las condiciones anatomicos fisiologicos requeridos, es decir; que deben presentar
ciclos regulares y posibilitar la palpacién rectal. La seleccion de las donantes
depende de los objetivos del programa y de los requerimientos que deban cumplir
desde el punto de vista biotecnolégico y zootécnico; son animales aptos los que
hayan parido de dos a tres veces, que hicieron celos regulares tras un puerperio
normal y que presentan un buen estado general. Antes de inducir la superovulacion
se debe comprobar la identidad de la donante, o sea; la identificacién de su grupo
sanguineo; se requiere la comprobacion total de su parentesco mediante los grupos

sanguineos.

Salvador (2006), dice que para el manejo y preparacion, recomienda; que se debe
tener en cuenta conservar los animales donantes en su ambiente normal, desde la
induccion de la superovulacion hasta el lavado y recogida de los embriones
evitandose situaciones extraordinarias que desencadenen estrés como caminatas o
presentacién a exposiciones y concursos. Los animales estresados no responden a los
tratamientos hormonales para inducir la superovulacién independientemente del
producto o la dosis aplicada. La condicion basica para la buena reaccion de un
animal a los tratamientos hormonales es un bienestar del mismo. Situaciones de
manejo esporadicas como sujecion para la inyeccion o la inseminacion artificial son
inofensivas, cualquier practica de manejo prolongada que estrese al animal se debe
evitar tras la superovulacion, puesto que interfiere en el desarrollo normal de los

embriones.

Zapien (1990), recomienda que en la seleccion de donadoras se debe tomar en cuenta
la superioridad genética, habilidad reproductiva y valor comercial; estos tres factores
de seleccion, aun siendo determinantes, no son unicos; otro tipo de factores como
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resistencia al calor, enfermedades, condiciones ambientales adversas, pueden ser
también factores importantes; técnicamente cada vaca o vaquilla ciclando
regularmente puede responder a la superovulacién y ser usada para producir
embriones. Sin embargo, indica que las respuestas de vaquillas y vacas viejas son
bajas. La donadora ideal puede considerarse con una edad de 4 a 9 afios, con aparato
reproductivo normal y sano, ciclando normalmente, bien alimentada y con partos

regulares.
2.3.8 De las vacas receptoras

Aspron (1992), manifiesta que, debemos seguir los mismos puntos que en las
donadoras, pero se pueden emplear animales de cualquier raza o cruza (el
cruzamiento aumenta la fertilidad), sin importar su produccion, pero teniendo en
cuenta que se trate de animales jovenes, sanos, con buen desarrollo corporal,
especialmente de la pelvis ya que muchas veces tendran que parir becerros muy
pesados, que estén en perfecto estado nutricional, que sean dociles y faciles de
manejar y con una produccion de leche suficiente para criar hasta el destete a su
becerro.

De Luca et al. (2006), en su trabajo de investigacion “Niveles Plasmaticos de
Progesterona en Receptoras de Embriones Congelados, determinados por Elisa-
Test”, realizado en Buenos Aires-Argentina, expresa que la transferencia de
embriones bovinos (sean frescos o congelados), como biotecnologia aplicada,
reconoce varias etapas que se inician con la hembra dadora y finaliza con las
receptoras. Durante los Gltimos afios se investiga con mayor énfasis a la receptora y
su influencia sobre el porcentaje de prefiez, relacionandola con la raza, edad, estado

sanitario, nivel nutricional y productivo.

Hafez (1996), sostiene que debe establecerse un perfil endocrinolégico que asegure
la potencial fertilidad de la receptora y el establecimiento satisfactorio de una prefiez,
por cuanto, luego de la transferencia, es decisivo un cuerpo lateo funcional, que a su
vez dependera de las sefiales luteotroficas y antiluteoliticas del embrién. Aun cuando
no estd definida la concentracion de progesterona necesaria para que un embrion
sobreviva durante la tercera semana post-implante; pero si se han demostrado fallas
en la concepcidn cuando la concentracion de Progesterona es inferior a 1 ng/ml de
plasma sanguineo. Numerosas publicaciones sefialan que los mayores indices de
prefiez con transferencia de embriones se logran con concentraciones de

progesterona que oscilan entre 2 y 5 ng/ml de plasma. El programa de

35

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
Altiplano

sincronizacion que se utilizo fue el que considera la doble aplicacion de Cloprostenol
500 ug. (Anélogo de la PGF-2 a), con un intervalo de 11 dias; entre las 48 - 96 horas
después de la dltima inyeccion, presentaron celo manifiesto un total de 146
vaquillonas (74.0%). El dia de la transferencia las vaquillonas fueron sometidas a
tacto rectal con la finalidad de evaluar:

a. Presenciay tamafio de los foliculos;

b. Localizacién y calidad de cuerpo luteo, para determinar la calidad del cuerpo

luteo se establecio la siguiente escala subjetiva:

Muy bueno: de 15 a 25 mm. de diametro, con corona manifiesta.
- Bueno: de 15 a 20 mm. de didmetro, sin corona manifiesta.

- Regular: menos de 15 mm. de diametro, sin corona, con un foliculo en

cualquiera de los ovarios.

- Malo: cuerpo luteo muy pequefio, acompafiado de un foliculo con un

diametro de 5 a 15 mm.

La seleccion de una hembra receptora se rige, en primera instancia, por la
observacion de un celo manifiesto entre las 48 y 96 horas posteriores a la
sincronizacion; luego el diagnéstico de un cuerpo luteo, clasificandolo en forma
subjetiva, de acuerdo al tamafio, presencia de corona, elasticidad del tejido luteal, en
sincronismo con el dia del celo de referencia; cualquier alteracion en estos parame-
tros es suficiente para eliminar la receptora del programa, lamentablemente ninguno

de estos criterios permite abrir juicio sobre la secrecién hormonal del cuerpo luteo.

No existe relacion entre la calidad subjetiva del cuerpo liteo y los niveles de
Progesterona (P4), por cuanto el 29.2% de receptoras con cuerpo liteo de calidad 1,
registraron concentracién de P4 inferior a 1 ng/ml, y el 31.8% de receptoras con
calidad 2 de cuerpo lGteo, también registraron concentracién de P4 inferior a 1
ng/ml. El ritmo de secrecion de progesterona por parte del cuerpo lGteo es
importante por cuanto permite una sincronizacién entre el medio intrauterino y el
desarrollo del embriéon. Un aumento prematuro de dicho esteroide durante el
metaestro iniciaria un asincronismo entre ambos, similar a la situacion que ocurre
después de la transferencia de un embrion a una receptora que presentara celo 2 a 3

dias antes que la donante. Si bien no se conocen con exactitud los niveles minimos
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que aseguran la viabilidad embrionaria, pueden considerarse adecuadas

concentraciones de progesterona entre los 2 y 5 ng/ml de plasma sanguineo.

En este estudio los porcentajes de prefiez fueron de 67,9% y 9,09% para aquellas
receptoras con niveles de progesterona entre 1 y 5 ng/ml, y menos de 1 ng/ml
respectivamente. Finalmente De Luca manifiesta que, existe bibliografia que
considera que con una concentracion de progesterona menor a 2 ng/ml, los
porcentajes de prefiez oscilan entre el 8.3 al 35.3%, situacién que se presenta en
un2l a 24% de las receptoras, no estableciéndose prefiez alguna con niveles
inferiores a 1 ng/ml. Los niveles de progesterona definitivamente altos (mayores de

6.0 ng/ml) no presentan una correlacion positiva con el establecimiento de la prefiez.

Henriquez et al. (1998), recomiendan que, para seleccionar las vacas receptoras debe
tomarse en cuenta que se trate de animales jovenes, sanos y con un buen desarrollo
corporal, ademés de tener antecedentes de varios partos normales, con lo cual
valoramos su fertilidad. Asi mismo, deberd de contar en su historial con buena
habilidad materna con el fin que desarrolle bien a las crias para que estas muestren
todo su potencial.

Palomino (2000), propone que, estas vacas deben ser sometidas a los examenes
sanitarios, clinicos, reproductivos, vacunas y estados de nutricién, tan igual como los
exigidos para las donantes, ademas deben ser sometidas a una exploracion
ginecoldgica: para verificar el sistema reproductivo. De preferencia debe ser mestiza
0 cruzada, pero bien desarrollada fisicamente, de costo mas bajo y poseer rusticidad.
En cuanto a la edad, recomienda trabajar con vacas entre tres y siete afios, dando
preferencia a vacas adultas que tengan un buen historial de prefiez y parto, pueden
utilizarse novillas puberes pero bien desarrolladas.

Thompson (2005), publica el articulo “Transferencia de Embriones: Biotecnologia
de Punta”, en el cual recomienda seleccionar como receptoras a las hembras que
tengan buenas ubres, grandes pelvis y de buen caracter maternal. También es
necesario que las receptoras tengan un buen plan nutricional, su dieta debe tener
entre dos y tres libras de proteina total, dependiendo de los requerimientos de
tamafio y lactancia; no se debe subestimar la nutricion adecuada de los animales que
se encuentran en el programa de transferencia embrionaria. Este no es el momento

para ahorrar en raciones, dice Thompson.

Salvador (2006), refiere que toda novilla adulta desde el punto de vista sexual y sin
patologias reproductivas, asi como toda vaca sana y sin trastornos ginecol6gicos
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puede ser tomada como hembra receptora, la seleccion general, desde el punto de
vista genético en las receptoras no tiene mucho sentido, aun cuando no se puede
descartar del todo una influencia materna de la receptora sobre los embriones y su
desarrollo, el objetivo de la exploracion ginecolédgica es rechazar animales con
anormalidades por ejemplo: con Organos sexuales juveniles, hermafroditismo,
ninfomania y endometritis, entre otros; también debe explorarse segun su estado
higiénico y analizarse enfermedades infectocontagiosas como leucosis, brucelosis,
tuberculosis, BHV1, y BVD, etc., antes de aceptarlas como receptoras. La seleccién
definitiva de la receptora se lleva a cabo el mismo dia de la implantacion
dependiendo de determinados datos y del resultado de la exploracidn ginecoldgica en

ese momento (calidad de cuerpo luteo y estado del Gtero).

Asi mismo menciona que, la sincronizacion del celo de las receptoras se puede
inducir o bien con progestagenos (espirales - PRID o implantes subcutaneos) o con
PGF-2 a administrando a las receptoras de 20 a 21 dias antes de la transferencia la
primera inyeccidn de esta (pre sincronizacion) y el dia 9° antes de la transmision
embrionaria se les administra la 2% dosis de PGF-2 a, junto con la donante
(sincronizacién). Un método de sincronizacion alternativo al anteriormente descrito
consiste en administrar la PGF-2 a a las receptoras, 12 horas antes de aplicarsela a

las donantes.

Finalmente manifiesta que, las vacas receptoras suelen presentar, por lo general, el
celo inducido con PGF-2 o algo mas tarde que las tratadas previamente con
Hormona foliculo estimulante (FSH), lo que ayuda aun mas a ajustar la
sincronizacién entre donante y receptora. El celo sincronizado, que seré el dia 6 - 7°
antes de la transferencia de embriones, se puede administrar hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH) a las receptoras para estimular la ovulacion y estabilizar
el ciclo. Lo importante es que las vacas muestren un celo patente en el momento
adecuado, sincronizado con el de la donante y que el momento de la transferencia

presente un cuerpo luteo palpable bien estructurado.

Zapien (1990), expresa que, la receptora ideal es la vaquilla o vaca joven libre de
enfermedades, ciclando regularmente. La raza no es factor de importancia y los
animales cruzados muestran mayor fertilidad. La receptora debe tener buena
alimentacion y desarrollo corporal para producir un becerro acorde con el tamafio de

la raza que se esta implantando.
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2.3.9 De la superovulacion

Aspron (1992), indica que la superovulacion es el término empleado al referirnos a
la produccién de mas de un ovulo, que es lo que sucede normalmente; mediante la
aplicacion de hormonas que estimulan a los ovarios de la vaca, con la finalidad que
al inseminarla produzca un ndmero mayor de embriones. Para realizar la
superovulacion, se administra la hormona FSH, que hace que en ambos ovarios se
desarrollen varios foliculos, los cuales ovulan después que la vaca donadora sale en
calor al aplicarle otra hormona como es la PGF-2 a, dos dias después de haber
empezado a inyectarle FSH la misma que se le aplica cada 12 horas por via
subcutanea durante 4 dias.

B6 y Mapletoft (1999), manifiestan que experimentos y pruebas de campo realizados
durante la década de los 90 llevaron a la conclusion general que los tratamientos
stper estimulatorios comenzados durante los dias 9 o 10 después de detectarse el
celo resultan en una mejor respuesta superovulatoria que aquellos iniciados antes
(dias 2 a 6) o después (dia 12 o 13). Debido a que durante el ciclo estral bovino hay
2 0 3 (a veces 4 en el cebl) ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas
lecheras la segunda onda folicular comienza, en promedio, entre los dias 9 y 10 dias.
No obstante, hay una gran variacion individual y la segunda onda puede comenzar
mas temprano (dia 6) o mas tarde (dia 12). Estudios realizados durante los ultimos 5
afios han demostrado claramente que los tratamientos sUperovulatorios deben
iniciarse al comienzo de una onda de desarrollo folicular, antes de la seleccion del
foliculo dominante, para obtener la mejor respuesta posible. La respuesta
superovulatoria es significativamente mayor cuando los tratamientos se inician el dia
antes o el dia de comienzo de la onda folicular (ya sea de la primera o segunda onda)

gue los tratamientos iniciados 1 6 2 dias después.

De Bem et al. (1994), manifiestan que, la superovulacién en la vaca donadora se
realiza en la fase progestagena, de preferencia entre el dia 8 y el 12 después del celo.
Se utiliza con buenos resultados la FSH, la dosis varia entre 18 mg a 50 mg.,
extremos utilizados para vaquillonas Nellore y vacas holandesas respectivamente.
Cuando el nimero de superpoblaciones en una misma donadora es de rutina, se las
realiza en intervalos de 60 a 90 dias, con éxito. En cuanto a la aplicacién de la FSH
indican que, se realiza a partir de los 8 a 12 dias después del celo natural o inducido
por 4 dias consecutivos, pero al tercer dia se aplica la prostaglandina, de tal modo

que la donadora entra en celo 2 a 3 dias después y se insemina artificialmente 2
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veces con intervalos de 12 horas, la coleccion se realiza entre los 6 y 7 dias de

haberla inseminado.

Henriquez et al. (1998), sostienen que, la técnica de superovulacion consiste en
hacer un tratamiento con hormonas a vacas de muy buena calidad, a las cuales se les
Ilama donadoras. Las hormonas que son aplicadas a estas vacas hacen que produzcan
un numero de 6vulos mucho mayor al normal, a este tratamiento se le llama
“Superovulacion”. Cuando la vaca donadora ya ha recibido las hormonas y ha
entrado en calor, se procede a inseminarla artificialmente con semen de un toro
también de muy buena calidad. La vaca es inseminada en 3 intervalos de 12 horas
para dar oportunidad de que la mayoria de los évulos sean fecundados, ya que no
todos estan disponibles al mismo tiempo.

Palomino (2000), escribe que, las hembras nacen con una gran reserva de foliculos
primarios que encierran los oocitos, a partir de la pubertad los foliculos van a dejar el
estado de reserva para comenzar a crecer de forma diferente, llegando algunos a su
culminacion y la mayor parte degenerando. En el transcurso de los ciclos estrales
siempre hay foliculos creciendo y degenerando, la produccion de oocitos es muy
limitada, se produce un solo ovocito en cada ciclo del estro, y por tanto, sélo se
aprovecha un minimo potencial genético en la produccion de crias; el éxito de los
programas de transferencia de embriones depende en gran medida en recuperar parte
de este excedente de células germinales mediante las técnicas de crecimiento y

maduracion folicular maltiple y superovulacian.

La hormona FSH tiene una vida media de dos a cinco horas en el torrente sanguineo
por ello se utiliza aproximadamente ocho dosis del preparado por vaca donante con
un intervalo de 12 horas entre dosis, empezando entre el dia 9 al 12 del ciclo del
estro; de esa manera se mantienen los niveles sanguineos adecuados para estimular
constantemente el desarrollo folicular. Este tratamiento con FSH se administra en
combinacion con PGF-2 o para asegurar un intervalo predecible entre la terminacion
del efecto de la gonadotropina y la presentacion del estro, el mismo que se presenta
entre los dos a cuatro dias por el efecto luteolitico de esta hormona sobre el cuerpo
lateo del ciclo, algunos investigadores recomiendan inducir la ovulacion utilizando
el producto comercial liberador de gonadotropinas o0 GnRH, al comienzo del estro

para que las ovulaciones sean al mismo tiempo (Palomino, 2000).

El mismo autor indica que es posible conseguir mas ovulaciones y colectar mas

embriones de mejor calidad y conseguir mas prefieces tras un tratamiento de sUper
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ovulacion con FSH empezando el dia 10 y finalizando el dia 14 del ciclo donde se
usa un total de 30 a 50 mg, de hormona, dividida en ocho a diez inyecciones
colocadas en forma descendentes y cada doce horas (a.m. y p.m.) Por via muscular o
sub cuténea, 72 horas despueés de la primera dosis de FSH se aplica PGF-2 o (25 a 30
mg.) en un solo dia y repartida en dos dosis (a.m. y p.m.), via sub mucosa vaginal

para ambas hormonas.

Tratamientos superovulatorios repetidos.- Se ha llegado a un consenso general que
los tratamientos sUper ovulatorios repetidos en una misma vaca, pueden llevarse a
cavo a intervalos de 4 a 6 semanas. Hay resultados contradictorios sobre la
estimulacién superovulatoria en un mismo animal donante en mas de tres ocasiones;
se piensa en los problemas de produccidn de anticuerpos contra las gonadotropinas
elaboradas de otras especies, sobre todo en las de tipo PMSG. Por otro lado, se ha
demostrado que la produccion de anticuerpos contra PMSG no posee en forma

repetida algun efecto en bovinos (Palomino 2000).

Donantes después de la superovulacion.- Para que una donante sea aprovechada al
maximo en el futuro, se necesita saber cual sera su comportamiento reproductivo
después de la estimulacién hormonal de la superovulacién, generalmente se retrasa
el estro subsiguiente, probablemente debido a la alteracion endocrina forzada que
sufre el ovario. Por ese motivo es necesaria la aplicacion de 60 mg de PGF-2 a,
luego de la recoleccién de los embriones y de esa manera ordenar rapidamente el
equilibrio hormonal del ovario, produciéndose la lute6lisis de todos los cuerpos

amarillos, retornando al celo después de 12 a 16 dias (Palomino 2000).

Levi (2006), precisa que para la superovulacién normalmente se emplean hormonas
foliculos estimulantes, administrandose y dosificAndose en forma decreciente
durante cuatro o cinco dias consecutivos, con intervalos de 12 horas. El fundamento
del tratamiento superovulatorio es estimular el crecimiento de varios foliculos
ovaricos entre los 8 y 14 dias del ciclo estral; o la utilizacion de progestagenos
combinados con estrogenos, de manera de evitar la deteccion de celos previos, y
sincronizar la onda de crecimiento folicular al inicio del tratamiento superovulatorio.
En cada ciclo se desarrollan ondas de crecimiento folicular de un sin nimero de
células germinales, las cuales seran estimuladas hormonalmente por accion del
tratamiento; en caso contrario, uno o dos foliculos ovulan en condiciones
fisioldgicas; esto es la clave de todo tratamiento superovulatorio, y lo que explicaria

el por qué aproximadamente el 30% de las vacas no responden al tratamiento.
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Luna (2006), sostiene que, la superovulacion consiste en la estimulacion hormonal
de la donante para la formacion y desarrollo de varios foliculos y su ovulacién en
ambos ovarios en un momento previamente fijado. La induccion de la
superovulacion sucede en el diestro entre el dia 8 y 14 del ciclo con la inyeccion de
hormonas gonadotropinas como la FSH, PMSG o HCG. El celo superovulatorio se
provoca finalmente con PGF-2a, la superovulacion se puede inducir mediante la
aplicacién de una serie continuada de dosis decrecientes o iguales de FSH; la
recogida de embriones presenta un resultado algo superior en el caso de series
decrecientes, pero para ‘“equipos” de transferencia embrionaria no muy
experimentados la aplicacion de dosis diferentes es algo mas engorrosa y la
probabilidad de cometer un error en la dosificacion es mayor. El ciclo estral de la
vaca tiene una duracion media de 21 dias (17 hasta 24) y el celo de 24 horas. Las
novillas estan en celo de 12 a 24 horas. EI comportamiento de celo durante el estro
superovulatorio se ve mas acentuado en todas sus facetas respecto al del celo natural,
sin embargo, no siempre se muestra en el momento esperado 0, a veces no aparece,

lo que desencadena diferentes consecuencias para la transferencia.

Tabla 1. Protocolo de superovulacion con FSH

Pre sincronizacién (si es necesario)
El 1 de abril, dos aplicaciones de PGF-2 o mafiana y tarde.
Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG

Vacas con celos entre el 1y 7 de abril son validas para el programa

15/04 mafana y tarde Folltropin® 3ml

16/04 mafiana y tarde Folltropin® 2.5ml

17/04 mafiana y tarde Folltropin® 2.5ml

18/04 mafiana y tarde Folltropin® 2.0ml y PGF-2 a

19/04 mafiana exploracién rectal

20/04 mafiana inseminacion

tarde inseminacion y HCG

21/04 medio dia inseminacion

27104 mafiana o tarde Recogida de embriones y Transferencia
vacas receptoras (aproximadamente 5 por donante)

06/04 Primera dosis de PGF-2 o *

17/04 Tarde, o el 18/04 en la mafiana 2da dosis de PGF-2 o

*receptoras que entren en celo del 30/03 al 11/04 no necesitan dosis de PGF-2 a.

Fuente: Palomino, 2000.
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2.3.10 De la inseminacion artificial

Aspron (1992), manifiesta que normalmente en estos programas se emplea la
inseminacion artificial de la donadora, haciendo un servicio a las 12 horas y otro a
las 23 horas de detectado el celo; esta inseminacion se debe a que el periodo de
ovulacion puede llegar a ser de hasta 24 horas en las donadoras superovuladas.

Henriquez et al. (1998), afirman que, cuando la vaca donante ya ha recibido las
hormonas y ha entrado en calor, se procede a inseminarla artificialmente con semen
de un toro también de muy buena calidad. La vaca es inseminada en 3 intervalos de
12 horas para dar oportunidad a que la mayoria de los évulos sean fecundados, ya

que todos no estan disponibles al mismo tiempo.

Palomino (2000), relata que, el estro de las vacas donantes después de haber
finalizado el tratamiento de superovulacién se produce entre los dos a cuatro dias,
sin embargo estudios realizados al respecto dicen que un 10% o mas de estas vacas
no presentan celo, porcentaje que alcanza a cualquiera de los estimulantes empleados
para este fin. El tiempo minimo que los espermatozoides han de estar en contacto
con el tracto genital femenino para su capacitacion -en los bovinos- es del orden de
seis horas, por ello es aconsejable servir con méas frecuencia, a intervalo de 12 horas
inmediatamente y durante el celo, tratando de no manipular en exceso el tracto

genital.

La utilizacién de semen mediocre o de pobre calidad, a menudo resulta en una
recoleccion de oocitos sin fecundar o de embriones degenerados, la persona que
insemina debe ser muy cuidadosa y muy profesional ya que en la doble inseminacion
se puede introducir una infeccién al tracto reproductivo de la vaca. Se ha
constatado, que la primera ovulacién ocurre 59 horas después de la aplicacion de
PGF-2 a, de alli que se concluye; que la primera inseminacion en vacas
superovuladas debera ser realizada luego de los primeros signos del celo, y la
segunda inseminacion 12 horas después y excepcionalmente una tercera en caso el

celo se prolongue por mas de 24 horas.

Levi (2006), precisa que la inseminacion artificial se realiza entre las 12 y 24 horas
posteriores al celo de superovulacién; vale decir, a los seis dias de iniciado el
tratamiento superovulatorio, deberan tenerse en cuenta los horarios de inseminacion,

calidad y manejo del semen congelado, asepsia e higiene de las operaciones.
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Acufia (2006), advierte que debido a que las ovulaciones tienen lugar en momentos
diferentes en un intervalo de tiempo amplio es necesario inseminar tres veces
consecutivas cada 12 horas. Si la superovulacion se ha inducido con FSH es
conveniente aplicar en el momento de la 2% inseminacion de 3,000 a 5,000 Ul de
HCG para reducir algo el intervalo de tiempo en el que se suceden las ovulaciones.

La inseminacion artificial se debe realizar con especial atencion puesto que la
inseminacion repetida del animal aumenta el riesgo de contaminacion por gérmenes,
lo que disminuiria o anularia totalmente el éxito de la transferencia, ademas se debe
evitar la exploracion de los ovarios y de los foliculos durante la misma por que
conducen féacilmente a la ruptura de los foliculos preovulatorios; los ovocitos
procedentes de ovulaciones asi provocadas son inmaduros, es posible tener éxito con
tan solo dos inseminaciones si se programan dependiendo del comportamiento del
animal donante (del comienzo del celo y de su duracion), debiéndose llevar a cabo la
primera inseminacién de 8 a 10 horas tras el comienzo del celo y 10 a 14 horas
después la segunda; en el caso de inseminaciones con mas de un toro se debe aclarar
de antemano si las caracteristicas de los grupos sanguineos de los mismos permitira

la diferenciacion genética de la descendencia.

Zapien (1990), refiere que, existen diversos tratamientos hormonales, la mayoria de
ellos se inician entre los dias 8 al 14 del ciclo estral, contando el dia del celo como O.
Una vez terminado el tratamiento superovulatorio y a 12 horas de presentado el
estro, se aplican dos o tres inseminaciones a intervalos de 12 horas. Este nimero de
inseminaciones son necesarias debido a que en la vaca superovulada la liberacion de

6vulos no ocurre simultdneamente sino en un periodo de 24 a 48 horas.
2.3.11 Sincronizacion entre la donadora y la receptora

Aspron (1992), recomienda que, para sincronizar los estros entre la donadora y la
receptora se pueden utilizar sincronizadores de estro, inyectando prostaglandinas,
dos veces con intervalos de 11 dias, de tal forma que la segunda aplicacion se realice
un dia después de haber empezado a superovular a la donadora, también se pueden
emplear sincronizadores en forma de implantes, que se colocan subcutaneamente en
la oreja de cada receptora 7 dias antes de iniciar la superovulacién y se retiran dos

dias después de haberla colocado.

Con cualquiera de estos métodos, las receptoras deben estar en celo al mismo tiempo
gue la donadora o cuando mucho un dia después de ella; si manifiestan el estro en

cualquier otro dia no sera posible utilizarlas para la transferencia. Presenta ademas,
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un protocolo de sincronizacion entre la vaca donadora y sus receptoras, el mismo
que es sugerido segin el manual of the International Embryo Transfer Society
(IETS), para su aplicacion en un programa de transferencia de embriones.

Becaluba (2007), refiere que ademés de la administracion de gonadotropinas
sintéticas, la donante recibe una dosis luteolitica de PGF-2 o a las 48 horas de
comenzado el tratamiento superovulatorio, con lo que a las 36 a 48 horas presenta
signos de celo. En caso de transferirse embriones frescos (sin congelar) las
receptoras deberan ser tratadas con PGF-2 a 18 a 24 horas antes que las donantes, de
manera que el estro se presente en forma sincronica entre las donantes y las
receptoras. Es aconsejable detectar el celo en las receptoras desde las 12 a 24 horas
después de la administracion de PGF-2 a y a las donantes desde las 36 horas post
aplicacion de PGF-2 a; normalmente las vacas donantes entraran en celo entre 36 a
48 horas post aplicacion de estas prostaglandinas, pero si no hay signo de celo se
realizardn las inseminaciones artificiales a las 60 y 72 h post aplicacion de

prostaglandina.

Tabla 2. Protocolo de sincronizacion de la vaca donadora y sus receptoras

DONADORA RECEPTORAS
Dia Evento Dia Evento
-3 Cloprostenol, (Estrumate®) 3ml. E.V.
-2
-1
0 Celo: Evaluacidn de Secreciones 0
1 1
2 2
3 3
4 4 |Implante 'y aplicacion
5 Estradiol (Estrovet®) 10ml. I.M. 5 | Crestar 2ml
6 6
7 7
8 8
9 FSH: 4ml.(a.m.) y 3.5ml.(p.m.) 9
10 FSH: 3ml.(a.m.) y 2.5ml.(p.m.) 10 | Cloprostenol,
11 FSH: 2.5ml. y 2ml + (Estrumate®) 11 | (Estrumate®) 3ml.
12 FSH: 1.5ml.(a.m.) y 1ml.(p.m.) 12
13 Celo: IA. Dos veces cada 12 h. 13 | Retiro del Implante
Celo:  Evaluacion  de
. . Secreciones
20 Coleccién de Embriones. 20 | Transferencia de
Embriones.
NOTA: La aplicacion de FSH se puede realizar a las 6:00am y 6:00pm y la PGF-2 o a las
12:00 del dia

Fuente: International Embryo Transfer Association (IETA).

Las vacas que entran en celo un dia mas tarde deben ser re inseminadas pero van a

dar respuesta pobre (1 o 2 cuerpos lGteos), por el contrario, las que expresen celo en
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el momento esperado 0 un poco antes van a tener una respuesta aceptable. Por lo
general cuando los signos de celo se presentan antes de lo previsto (no mas de 24
hrs), las inyecciones se pueden suspender y se realiza la inseminacion a las 12 a 24
horas de iniciado el estro. Hay divergencia en cuanto al nimero de inseminaciones
necesarias, muchos profesionales realizan dos, a las 12 y 24 horas de iniciado el
estro y otros utilizan tres, a las 0, 12 y 24 horas de iniciado el estro. A continuacion
muestra un esquema tradicional de superovulacion en bovinos, el cual recomienda
utilizar en la ejecucién de algin programa de transferencia de embriones (Hafez,
1996).

Tabla 3. Esquema de superovulacion en bovinos

0 Deteccion de celo

10 | Tratamiento con gonadotrofinas

11 | Tratamiento con gonadotrofinas PGF-2 o (medio dia)

12 | Tratamiento con gonadotrofinas + PGF-2 o

13 | Tratamiento con gonadotrofinas

14 | a.m. Deteccidn de celos - p.m. 1ra. l.A. a.m. Deteccion de celos
15 a.m. 2da. l.A.
21 Recoleccion de embriones Transferencia de embriones.

Fuente: International Embryo Transfer Association (IETA).

Palomino (2000), propone la sincronizacion mediante la combinacion de
tratamientos hormonales como por ejemplo el Crestar®, que es el método del
implante y que consta de dos partes: norgestomet y valerato de estradiol. Luego

describe su uso:

Colocar un implante hidrén cilindrico s6lido de 3 x 18 mm contenido en una
presentacién de polipropileno, bajo la piel de la superficie externa de la oreja, para
evitar el desplazamiento a causa de los frotes, el cual contiene 6 mg. de progestageno
sintético extremadamente potente (norgestomet) y 5 mg. de un estrégeno de alta
eficacia (valerato de estradiol), el implante y la inyeccion se administra el primer dia
de tratamiento. El retiro del implante 9 dias mas tarde produce una respuesta estral
satisfactoria luego de 2 a 4 dias y una fertilidad normal.

Los 6 mg. de norgestomet, suministrard una dosis continua suficiente para inhibir la
actividad de la FSH y LH, por ende la ovulacién durante los 9 dias que la vaca tiene
el implante, el segundo componente que es la inyeccion y que contiene 6 mg de
norgestomet y 5 mg de valerato de estradiol, causan en el flujo sanguineo, un
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aumento répido del nivel de norgestomet, el cual inhibe el desarrollo folicular, el
valerato de estradiol, a pesar de ser un agente luteolitico activo, no obstruira
efectivamente la formacion de un nuevo cuerpo luteo, después de ocurrida una
ovulacion, sin embargo interactuard bien con el norgestomet para inhibir la

formacion o inducir la regresion del cuerpo luteo recién formado.

Ademas resalta que, al momento de remover el implante de la oreja, ocurre una
marcada y estrepitosa caida en los niveles sanguineos del norgestomet, muy similar a
la caida de los niveles de progesterona en la sangre que se observa con la lutedlisis
del cuerpo luteo, por ello hay un desarrollo folicular rapido, ocurriendo el estro y la
ovulacidn subsiguiente. Es el momento de revisar las vacas receptoras via palpacion
rectal con la finalidad de verificar que el flujo vaginal esté limpio, de tal modo que a
los 7 dias post celo se realice el implante de los embriones en fresco o congelados; el
85 al 90 % de las vacas tratadas, muestran signos externos de celo a las 24 a 36 horas
después del retiro del implante. Lo que se hace con el tratamiento Crestar es inducir
un reposo o periodo de descanso en el ciclo reproductivo de la vaca, los niveles altos
de norgestomet que se introducen en la vaca, tanto por medio del implante como por

la inyeccidn, aparentan un “cuerpo luteo artificial”.

Enfatiza también que, por sus componentes, este tratamiento esta disefiado para ser
efectivo durante todas las etapas del ciclo estral, de tal modo, que cuando se piensa
tratar un grupo de animales para receptoras de embriones, todas las etapas del ciclo
estaran presentes: algunas estaran en estro (estro = dia “0” del ciclo), algunas apenas
habran ovulado (1 - 4 dias del ciclo), algunas tendran un cuerpo luteo funcional (6 -
16 dia del ciclo), mientras que en otras el cuerpo liteo se encontrard en estado de

regresion (17 a 20 dia del ciclo).

Sincronizacion para embriones congelados.- Para llevar a cabo el trasplante
embrionario a la practica diaria de campo, se maneja la sincronizacién exacta
(sincronia “0” ) entre la edad del embrion por trasplantar y la receptora que lo
recibird, mediante el deshielo de los embriones congelados cuando las hembras
receptoras alcancen el dia del ciclo sexual mas apropiado después del celo sin
fecundacion, es decir, que puede darse la sincronizacion de las vacas receptoras sin
gue sea necesario emplear la vaca donante. Los embriones se congelan, se
almacenan y se trasplantan cuando se encuentran receptoras adecuadas disponibles.
Esto quiere decir, que se convierte en una suerte de embriones a la espera que una

receptora llegue al momento adecuado y no al revés.
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Acufa (2006), publica que, es indispensable confeccionar previamente un plan de
sincronizacion, segun el cual las hembras seran sincronizadas con una variacion de
+/- 3 dias y los celos de las donantes disponibles deben presentarse con una
diferencia temporal de menos de 7 dias entre ellos. La sincronizacion previade 4a 5
vacas donantes para un programa de transferencia embrionaria es lo ideal porque,
por un lado, se tiene la seguridad de no salir con las vacas vacias aunque falle una u
otra y, por el otro, el lavado de 5 animales con las transferencias y/o la crio
conservacion de los embriones obtenidos es factible a lo largo de un dia. La
sincronizacion se puede iniciar pronto, 4 semanas post parto, en caso de vacas, y que
no presenten ninguna anormalidad de tipo ginecol6gico que las haga rechazables
como donantes. Es aconsejable administrar HCG o GnRH durante el celo para

inducir la ovulacion y estabilizar el ciclo.
2.3.12 De la coleccién de los embriones

Aspron (1992), refiere que, la coleccion se realiza mediante un sencillo lavado de
Gtero de la donadora, empleando para ello una solucion salina a la que se le adiciona
suero sanguineo y antibi6ticos. Primeramente se aplica anestesia epidural para evitar
las contracciones del recto y que permita la manipulacion del Gtero durante la
introduccidn del latex que se fija mediante el inflado de un globo que tiene cerca de
la punta; con ayuda de mangueras de hule se introducen unos 100 - 200 ml de la
solucion al Gtero y por palpacién se da masaje a los cuernos uterinos para desprender
los embriones y extraer la solucion hacia un filtro que retiene a los embriones,
dejando pasar solo el liquido, el proceso se repite varias veces hasta agotar un litro
de solucion para tener la seguridad de que salieron todos los embriones, si el lavado
se hizo de forma adecuada es poco probable que se quede algin embridn en el Utero,
pero para mayor seguridad se aplican prostaglandinas a la donadora para provocarle
un calor y evitar que se quede cargada. Los embriones son microscopicos, por lo que
es necesario localizarlos en el laboratorio con la ayuda de un microscopio

estereoscopico.

Una vez terminado el lavado, el filtro se vacia en un recipiente de plastico y se
enjuaga con solucién a presion, el recipiente se revisa a 15x y al localizar cada
embrién se va pasando con una pipeta a otro recipiente mas pequefio que contiene la
misma solucién con mas suero. Solo sirven para transferencia aquellos embriones
gue estan en un estado de desarrollo de mérula o blastula, que es lo normal a los 7
dias después de la fecundacion, los évulos que no fueron fecundados y los embriones
de escaso desarrollo son desechados inmediatamente (Albarracin, 1998).
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De Bem et al. (1994), describen que, la coleccién de embriones consiste en pasar
artificialmente el liquido a través del Utero con PBS (Phosphate Buffered Saline) a
una temperatura de alrededor de 25°C y un pH de 7.2. La sonda de coleccion pasa
por el cuello uterino y se fija en uno de los cuernos por un globo de aire, el liquido
de lavado es introducido por gravedad en volimenes de 50 a 150 ml, dependiendo
del tamafio del uUtero, completando un volumen total de 500 a 1 000 ml, la
recuperacion del liquido también se efectia por gravedad. Con la préctica en las
colecciones, el operador puede elevar la tasa de coleccion teniendo en cuenta los

siguientes detalles:
a.- Sujecion adecuada de la donadora.
b.- Leve anestesia epidural.
c.- Buen uso del dilatador cervical, si hubiera dificultad en pasar la sonda.
d.- Colocar e inflar bien el globo y regular la presion al tacto.
e.- Masajear suavemente los cuernos uterinos.
f.- Tranquilidad y seguridad.
g.- Un buen auxiliar.

Henriquez et al. (1998), manifiestan que, los embriones que resultan de la
inseminacion artificial heredan de sus padres todas las caracteristicas que los hacen
superiores al resto de los animales del hato. Todos los embriones producidos son
extraidos de la vaca donadora y son evaluados antes de ser transferidos a varias
vacas de menor calidad, a las que se les Ilama receptoras, las cuales son animales que
no tienen buena calidad genética, pero cuentan con las caracteristicas necesarias para
mantener la gestacién de una cria, transfiriéndole los anticuerpos a través del

calostro y la lactancia, protegiéndolo durante los primeros meses de vida.

Palomino (2000), sostiene que, los oocitos fecundados no alcanzan la cavidad del
Utero sino hasta los cuatro a seis dias después del fendmeno de la ovulacién y
fecundacion, por lo tanto, estaran situados en el oviducto si tienen menos de esos
dias de edad. Todo ello brinda una pauta cercana para realizar los lavados uterinos,
es asi que; forzando a fluir una solucién al interior del Utero, se logra suspender y
arrastrar en el liquido especial, los embriones jovenes que estan adn sin implantarse.
El operador debe tener una idea aproximada de cuantos embriones se habran

generado para la recuperacion, verificando por tacto rectal, el nimero de cuerpos
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luteos existentes en los dos ovarios; si con ello se determina que la donante no
respondio al tratamiento superovulatorio y que la recuperacion de embriones sera
pobre (uno o dos solamente) o nula, entonces no vale la pena seguir adelante con la
coleccion programada.

También afirma que, se usa la recoleccion por método no quirdrgico que consiste en
hacer pasar sondas a través del conducto cervical hasta el Utero con gran rapidez y
eficiencia, hay que destacar los modelos de sondas embrio - captoras de materiales
especiales, basados en el uso corriente en humanos, como la sonda para cateterismo

uretral de Foley.

Este aparato irrigador es de dos vias; una llega al baloncito inflable que sirve para
cerrar la cavidad caudal del cuerno uterino para que no se escape el liquido de
lavado; la segunda via permite dos acciones, la primera, que se introduzca el medio
de coleccion irrigado por medio de dos agujeros localizados cerca de la punta del

catéter y permite recuperar dicho medio con los embriones por los mismos agujeros.

Procedimiento.- EI método comienza, colocando a la donante que ha estado privada
de agua y alimento durante 24 horas, en un brete que deje la parte trasera de la vaca
libre para una mejor manipulacion, alli se coloca la anestesia epidural baja para
prevenir el movimiento e inducir la relajacion del tracto digestivo posterior y genital
al momento de operar, seguidamente se procede a evacuar el recto para luego lavar
prolijamente con agua y jabon la region perineal, secar y luego sujetar la cola para
evitar contaminaciones. Si no se ha realizado antes, es el momento de contar el

namero de cuerpos luteos de los ovarios por tacto rectal.

La sonda Foley se la hace rigida con un mandril de acero para introducirla via
vaginal a través de la cerviz y situarla dentro del cuerno uterino elegido; a veces sera
necesario dilatar el canal cervical en animales primerizos mediante un instrumento
Ilamado precisamente dilatador de cerviz. Cuando ya el catéter Foley esta situado en
posicion correcta, es decir que el baloncillo inflable o globo esta por delante de la
bifurcacion de los cuernos, se llena éste de aire con unos 10 a 15 ml. en vaquillonas
y de 18 a 22 ml. en vacas adultas para que no haya deslizamiento y evitar el escape

del medio de coleccion.

Usando la modalidad de recoleccion del flujo por gravedad en circuito cerrado, el
extremo libre del catéter ya ubicado en el Gtero, mediante la unidon en forma de “Y”
se conecta a las dos tuberias flexibles de un circuito que va a ser cerrado, la via de
entrada se conecta a un recipiente que contiene 1000 ml. del medio de coleccion a
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37°C y colocado a un metro por arriba del nivel del Gtero de la donadora, la via de
salida es conectada mediante una tuberia flexible a otro recipiente estéril de vidrio de
1000 ml para recibir el medio con los embriones.

Se procede a abrir el clamp para que ingrese al Gtero el medio de lavado por
gravedad, se oprime suavemente la union Utero - tubarico por presion de los dedos
indice y pulgar y con los otros dedos se da masajes para que los embriones salgan de
los pliegues del cuerno, sifonedndose cantidades de 20 a 60 ml de medio,
seguidamente se abre el clamp de la tuberia de drenaje para que salga el medio con
los embriones hacia el recipiente colector protegido de los rayos del sol, ubicado a
nivel més bajo que el dtero -puede ser a nivel del suelo- se repite la maniobra
alternativa de lavado por varias veces hasta utilizar 500ml del medio, se pasa el
catéter al otro cuerno uterino y se procede de la misma manera a lavar el cuerno

uterino con el medio que queda (500 ml ).

Una vez finalizado el lavado del Gtero, el medio recuperado con los embriones es
llevado al laboratorio donde luego de un periodo de sedimentaciéon de 30 minutos en
una incubadora a 37°C 6 a temperatura ambiente del laboratorio si éste es abrigado;
los embriones por su peso sedimentan al fondo de los recipientes, luego se decanta
quedando de 100 a 200 ml. del medio con los embriones, esta solucién es vertida
suavemente en dos o tres placas Petri de 80 ml. de capacidad con fondo plano y
disefio cuadriculado para buscar a los embriones ordenadamente bajo el microscopio

estereoscépico.

Jonathan et al. (2006), refieren que entre los 6 y 8 dias posteriores a la inseminacion,
se procede a efectuar el lavado uterino. Las vacas donantes permaneceran en ayuno
de solidos y liquidos las 24 horas anteriores a la recuperacién, para facilitar la
palpacion rectal y el manipuleo del instrumental. Una vez efectuado el lavado, se
procede a la bisqueda, aislamiento y cultivo in vitro de los embriones que son aptos

para su posterior implante.

Jhanett (2006), manifiesta que la recogida de embriones se realiza, preferentemente
el 7° dia después de la primera inseminacion mediante un lavado uterino trans
cervical, es el dia mas conveniente para realizar el lavado, puesto que es cuando los
embriones son mas faciles de extraer y separar; en ese momento se ubican en el
extremo anterior del cuerno uterino y mediante el lavado son facilmente arrastrados
al exterior flotando en el medio de coleccién, ademas en ese momento los embriones

se encuentran en el estadio de blastocisto o de mdrula, fases muy estables, lo que
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hace posible que sean transferidos directamente o que sufran otras manipulaciones
como la congelacion y la micro manipulacion. Una exploracion rectal de los ovarios
orienta sobre el posible nGmero de embriones que se podrian recoger, segun el

namero de cuerpos lGteos que se puedan palpar.

La recogida no quirurgica o lavado de los embriones se realiza a través de la vagina,
bajo control rectal y con el animal sujetado eficientemente; tiene una duracién de 15
a 20 minutos por animal y es sencillo y efectivo. Para el lavado se utiliza un catéter o
sonda flexible con balén hinchable modelo: Neustadt / Aisch. Lampeter o Dissi, que
se introduce con un mandril o fiador, para hacerla rigida, a través de la vagina, cerviz
y cuerpo uterino hasta uno de los cuernos, cuando el extremo de la sonda se halla en
la curvatura mayor del cuerno uterino se retira el mandril de 8 a 10 cm. y se sigue
avanzando con cuidado la sonda flexible en direccion craneal. A continuacion se
infla el balon que se encuentra inmediatamente detras del extremo del catéter (Hafez,
1996).

Se controla el grosor y situacion del balén y se retira el fiador totalmente, la
situacion del catéter es correcta cuando el baldn, segun los diferentes tamafios de los
teros, se encuentra aproximadamente 5cm. craneal a la bifurcacion uterina, a la

altura, aproximadamente, del ligamento Inter cornial.

La recogida de los embriones se lleva a cabo por medio de un lavado con una
solucion templada en fracciones de 30 a 50 ml que fluyen de nuevo al matraz de
recogida previamente tratado con silicona, tras retirar la jeringuilla de la sonda; es
conveniente mover y masajear ligeramente el cuerno uterino, asi los embriones
localizados en criptas o pliegues son arrastrados por la corriente del medio de
coleccion hacia el exterior; al finalizar el lavado de uno de los cuernos uterinos se
debe infundir de nuevo de 20 a 50 ml de medio levantdndose el extremo craneal del
cuerno para posibilitar el reflujo del dltimo resto de liquido infundido ahi
acumulado. EI medio resultante de la recogida se mantiene a temperatura ambiente

hasta el aislamiento de los embriones, evitando oscilaciones de temperatura.
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2.3.13 De la valoracion y clasificacion de los embriones

Aspron (1992), expresa gque, los embriones transferibles son muy parecidos entre si,
pero pueden tener cierta diferencia en su desarrollo y en sus caracteristicas

morfologicas. En base a ello se les clasifica de la siguiente manera:
Calidad 1: Excelente, sin ningun defecto.
Calidad 2: Bueno, con defectos leves.
Calidad 3: Regular, con defectos mayores, pero apto para transferirlo.

Refiere finalmente que, los embriones de estas tres calidades pueden ser transferidos
en fresco (inmediatamente) o refrigerados (a 4°C hasta por 24 a 48 horas), pero s6lo
los de calidad 1 y 2 pueden ser congelados, ya que los de calidad 3 no resisten la

congelacion.

Palomino (2000), manifiesta que todo material que entra en contacto con el medio
gue contiene los embriones, serd previamente lavado con agua y detergente
biodegradable, por ejemplo con: Alconox; enjuagado con agua des ionizada,
esterilizado y en correctas envolturas. La maniobra de buscar los embriones en
recipientes transparentes, faciles de cerrar, inertes, cbmodos y de pequefio volumen;
como las placas de Petri, se realiza bajo el microscopio estereoscopico con un
aumento de 20 a 30 veces, es necesario examinar cada placa dos veces por una

misma persona.

Los embriones son aspirados en la micro pipeta con un minimo de volumen del
medio 0.2 ml, en estas condiciones son evaluados rapidamente para su implante
inmediato “en fresco” o crio preservarlos para su uso posterior, si se requiere el
almacenamiento de los embriones por mas de cuatro horas antes de ser implantados
es necesario cambiarlos de medio fresco cada dos a tres horas, conservandolos en

envases de pirex o plastico transparente, de cierre facil y pequefios.

Ademas resalta que se consideran buenos embriones a aquellos que se presentan
esféricos y de células compactas, la mayoria de los blastdmeros son del mismo
tamafio, con algunas de estas células sueltas, con tonalidades muy claras y uniformes
de un suave tinte marrdn, el citoplasma de estas células es muy poco granulado y de
distribucion uniforme con pequefias vacuolas, su espacio peri vitelino es vacio y de
regular diametro, la zona pelltcida se mantiene simétrica sin pliegues, hay poco

detritus celular. Por el contrario y en lineas generales, no debemos considerar a los
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embriones viables si presentan la mayor parte de blastomeros de dimensiones
variables, zona pellucida deforme o colapsada, deformaciones en la figura de
mitosis, blastdbmeras muy pélidas que no se pueden distinguir la forma, de color
oscuro, citoplasma fragmentado con mucho detritus, mérula y cavidad blastocistica

deformada. Muestra a continuacion, la clasificacion de embriones bovinos:

a. Excelente: Embriones perfectos para su etapa, blastomeras de tamafio similar,
color y textura homogéneos (no muy claros ni muy oscuros), el citoplasma no
es granular o de distribucion desigual, contiene algunas vesiculas de tamafio
moderado, el espacio peri vitelino esta vacio y de diametro regular, la zona
pelldcida intacta, no esta arrugada ni colapsada.

b. Buena: Imperfecciones ligeras como una forma oval, unas pocas y pequefias
blastoémeras excluidas, tamafio pequefio y degeneraciones reducidas al

minimo.

c. Regular: Problemas definidos pero no graves, como nimero moderado de
blastomeras excluidas, tamafio pequefio y degeneraciones excluidas al

minimo.

d. Pobre: Degeneracion parcial, células vesiculadas, gran variacion en el tamafio

celular, muy pequefas etc.

e. Muy pobre: Degeneracion severa, no valido para el implante, dos o tres

células, detritus, contaminacion microbiana.

Alberti (2006), sostiene que bajo la lupa estereoscopica y con haz de luz difusa, entre
10x y 60x, se examina el estado morfol6gico de los embriones y se clasifican segln
su calidad. Los embriones en perfecto estado desde el punto de vista morfolégico se
pasan a una placa de Petri pequefia con medio de cultivo recién filtrado y asi se lavan
10 veces (para diluir posibles gérmenes), conservandose a temperatura ambiente
hasta su transferencia o préxima manipulacién. Cada paso de lavado debe realizarse
en una dilucién de 10:1 de medio de cultivo y el traspaso de los embriones de una
placa a otra se debe realizar cada vez con micro pipetas estériles (Unopetten). S6lo
se deben transferir aquellos embriones que se encuentran en un estadio de desarrollo
correspondiente a su edad y de los que, basdndose en sus caracteristicas
morfol6gicas, cabe esperar continlen su crecimiento. Los Ovocitos asi como
embriones totalmente degenerados, se deben rechazar inmediatamente. Los

embriones / ovocitos recolectados por lavado el dia 7, se clasificaran segln su edad y
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estadio de desarrollo de la siguiente manera: Morula temprana compacta, blastocito

inicial, ovocito no fecundado y embrion total o mayoritariamente degenerado.

Tabla 4. Descripcion cualitativa y clasificacion de los embriones.

Clases Descripciones

Calidad excelente. Embrién esférico, Zona pellicida intacta, cumulo celular
Clase 1 perfectamente estructurado con células del mismo tamafio color y textura
Clase 2 Calidad buena. Embrion esférico o ligeramente elipsoidal, Zona pelldcida intacta, algun

blastémero suelto pero, por lo demas, cimulo celular perfecto.

Calidad regular. Zona pelllcida intacta o dafiada, blastomeros de diferentes tamafios,
Clase 3 | cimulo celular con un 30 hasta un 60% de blastdmeros intactos, ligero retraso del

desarrollo (estadio de 32 células)

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

Embrién degenerado. Zona pellicida, normalmente intacta, cimulo celular con aspecto
Clase 5 | desorganizado y suelto, blastdmeros de diferentes tamafios y pignéticos en muchos casos,
estadios de desarrollo ya paralizado (2,4,8 hasta 16 células)

Clase 6 Ovaocito no dividido. Ovocito fertilizado o no, pero no dividido, rodeado de una Zona
ase
pelltcida intacta o no, perfectamente esférica.

Fuente: International Embryo Transfer Association (IETA).

2.3.14 Del diagnostico de gestacion

Aller et al. (2000), mencionan que este grupo de Biotecnologia de la Reproduccién
Animal, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, EEA
Balcarce, Argentina, en su trabajo de investigacion Gestaciébn con Embriones
producidos in vitro a partir de Ovocitos Recuperados de Vacas Ovariectomizadas”
realizaron el diagnostico de prefiez por palpacion rectal 55 dias después del
transplante de los embriones.

Jonathan (2006), manifiesta que el diagnostico de gestacion se realiza a los 60 dias
de implantado el embrién, por medio de la palpacién rectal, o bien por ecografia

entre los 27 y 32 dias después de la inseminacién artificial o monta natural.

De Luca et al. (2006), en su trabajo de investigacion “Niveles plasmaticos de
progesterona en receptoras de embriones congelados determinados por Elisa-Test”
realizado en Buenos Aires-Argentina, trabajaron con vaquillonas Holando
Argentino, de condicion corporal 3 puntos en la escala americana, obtuvieron de un
total de 111 receptoras seleccionadas y transferidas, 56 de ellas, es decir; el 50.45%

presentaron prefiez positiva al tacto rectal. Los embriones que utilizaron para la
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transferencia fueron clasificados, como: calidad 1 o Excelente y calidad 2 o Buena,
no encontraron diferencia significativa (P<0,05) en el uso de estas dos calidades
respecto al porcentaje de prefiez. Los resultados que obtuvieron, fueron contrastados
con otras publicaciones, coincidiendo en que los mejores indices de prefiez se logran
en aquellas receptoras que presenten niveles de progesterona plasmatica entre 1y 5
ng/ml. La prefiez fue diagnosticada por tacto rectal entre los dias 45 y 60 posteriores

a la transferencia.

De Sandro (2005), realiz6 un trabajo sobre la “Tasa de gestacion en hembras bovino
después de la transferencia de embriones frescos y embriones congelados producidos
in vivo”, utilizé vacas de score corporal de 3 a 3.5 de un total de 5 puntos, la
superovulacion se realizd entre el dia 9 y 11 del ciclo del estro; se tratd a
cada donante con las dosis de FSH porcino que disminuian durante 5 dias,
combinadas con prostaglandina F2 alfa, inseminaron artificialmente 2 y 3 veces; los
embriones transferibles, recuperados 7 dias después fueron implantados en
receptoras sincronizadas, la mitad de los embriones eran congelados y sucesivamente

implantados en vacas 7 dias después del celo inducido.

En este ensayo llevado a cabo en Esparfia en el periodo 2003/2005, con embriones
transferibles y sin congelar, la tasa de gestacion fue de 55% (463/842), se
implantaron un total de 322 embriones congelados, lograndose una tasa de gestacion
del 49% sin diferencia significativa (P<0,05) con lo obtenido usando embriones
frescos. Precisa que los resultados totales, obtenidos en los diversos ensayos
indicaron que la transferencia de embriones, sean frescos o congelados es una

técnica conveniente que puede mejorar el valor econémico del grupo de estudio.

Duterte (2008), expresa que, en su pais existen 4 millones de vacas, de las cuales el
70% son de la raza Holstein y Normando y el 30% Monthbelier y otras, manifiesta
ademés que de 2,000 vacas donadoras obtienen 11,000 embriones o sea, 5.5
embriones transferibles por coleccién, y que de 3 millones de transferencias
realizadas anualmente resultan 1.5 millones de vacas prefiadas y en la actualidad el

nivel de efectividad en Francia es del 50%.
2.3.15 De la conservacion de los embriones

Aspron (1992), precisa que la refrigeracion permite tener viables los embriones hasta
por 24 a 48 horas, colocandolos dentro de recipientes en un refrigerador casero o de
laboratorio, a una temperatura de 4° C. Para la congelacién se requiere afiadir 10%
de Glicerol a la solucion salina para que proteja el embrion durante el proceso de
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congelacion. EI embrion se coloca en una pajilla previamente identificada con los
datos de la donadora y del semental utilizado, y con la ayuda de un congelador
manual, o una congeladora computarizada, se enfria lentamente hasta -7° C, se
provoca que empiece a formarse hielo en la solucion, luego se enfria mas lentamente
hasta -35°C; finalmente se pasan las pajillas al tanque con nitrégeno liquido a -
196°C, donde se almacenan los embriones hasta ser descongelados y transferidos.

Los embriones, dice, se descongelardan en forma parecida a la descongelacion del
semen, colocando la pajilla en bafio maria a 37°C durante 20 segundos, luego se
extrae el embrién de la pajilla y, observandolo al microscopio, se pasa por varias
soluciones con concentraciones decrecientes de un azlcar, sacarosa, para retirarle el
Glicerol que se le puso antes de congelarlo, se vuelve a evaluar la calidad del
embrién y se transfiere a la vaca receptora. La biparticion embrionaria consiste en
dividir los embriones de calidad 1 y 2 por la mitad para formar dos embriones y
aumentar asi el nimero de crias de cada donadora, se efectlia con un aparato llamado
micro manipulador, que permite sujetar el embrién para cortarlo por la mitad con
una micro navaja; las dos mitades resultantes pueden transferirse una a cada

receptora o las dos a la misma, y ambas crias seran del mismo sexo.

De Bem et al. (1994), refieren que el mecanismo de la criopreservacion no esta
totalmente aclarado, sin embargo se sabe que es imposible la crio preservacion sin la
presencia de sustancias capaces de mejorar la sobrevivencia celular después del
congelamiento, denominados “crio protectores”, los mismos que se integran con la
membrana celular proporcionando una estabilizacién que evita la ruptura de la
misma durante el proceso de congelamiento. Los crio protectores se clasifican de
acuerdo a su permeabilidad con la membrana celular, asi, se tienen: los intracelulares
como el glicerol, dimetil, sulfoxido, 1,2 propanediol, etanol y otros alcoholes y

ademas los extracelulares como la sucrosa, glucosa y otros azlcares.

Gatica et al. (2002), muestran los primeros resultados de sobrevivencia de embriones
bovinos vitrificados a los 7 y 10 dias de cultivo in vitro, en una publicacion escriben
-citando a otros autores- que el empleo de embriones congelados posibilita utilizar
eficientemente donantes y receptoras; incorporar progreso genético a bajo costo,
comparando los valores del embrion y el de su transporte frente a los animales en
pie; transferir algunos embriones y conservar el resto hasta poder analizar los
registros de produccion de la descendencia; controlar enfermedades exoticas,

reemplazando la importacion de animales en pie por la de embriones congelados
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libres de ellas; crear bancos de embriones de valor pecuario, entre otras, Thiber
(1999).

Al conservar embriones a temperaturas extremadamente bajas -196°C en nitrogeno
liquido) es posible detener casi por completo la actividad enzimética intercelular,
respiracion celular, metabolismo, crecimiento, multiplicacion, etc., es decir; reducir
drasticamente la actividad fisiologica de la célula, asi es posible almacenar
embriones durante un largo periodo sin afectar su viabilidad y sin causarles cambios
genéticos (Schneider y Mazur, 1984); Gordon, 1994; Tanaka et al., 1997). Este
hecho, convierte a la congelacion de embriones en una herramienta insustituible para

el comercio internacional de reproductores.

Sostienen que, en la actualidad. La “crio conservacion” de embriones de mamiferos
ha llegado a ser un procedimiento rutinario en biologia, ganaderia y medicina,
pudiendo lograrse por procedimientos de congelacion estandar y por vitrificacion. A
pesar de los beneficios practicos, ventajas econémicas y buenos resultados que se
han obtenido experimentalmente, la vitrificacion no se ha utilizado masivamente
debido a la falta de estandarizacion de los protocolos. Al referirse a los
“crioprotectores” manifiestan que, los embriones al ser congelados, necesitan ser
deshidratados parcialmente a fin de evitar la formacion de cristales que lesionan las
estructuras citoplasmaticas citando a Mazur (1984), esta 6ptima deshidratacion se

logra incorporando un agente crioprotector al medio de congelacion.

Expresan ademas que, en la “congelacion” de embriones se utilizan dos tipos de
crioprotectores 1.- Los Permeables o Intracelulares.- que son de bajo peso molecular
como el glicerol (G), dimetil sulfoxido (DMSO), 1 - 2 propanodiol, etilenglicol
(EG), propilenglicol (PG), polietilenglicol (PEG), etanol y otros alcoholes; todos
estos compuestos deshidratan la célula penetrando a ésta para ayudar a proteger el
citoplasma, citaron a Miyake et al. (1993) y 2.- Los Impermeables o Extracelulares.-
gue son de alto peso molecular como la polivinilpirrolidona (PVP), glucosa,
fructosa, ficol, dextrano sorbitol, sucrosa, lactosa, trealosa, rafinosa y otros azucares,
citan a Kuleshova et al. (1999), estos compuestos extraen el agua libre intracelular
utilizando la diferencia de presién osmdtica sin penetrar a la célula; son efectivos
para preservar la funcionalidad y estructura de las membranas a baja actividad de
agua; deshidratan junto con el crioprotector las células de los embriones durante el

equilibrio (Sommerfeld y Nieman 1999).
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Cuando se refieren a la “conservacion” de embriones dice que éstos pueden ser
conservados, in vitro, para su posterior transferencia mediante cultivo a temperatura

ambiente, refrigeracion entre 0 a 4°C o congelacion a -196°C.

También hacen referencia a la “conservacion a temperatura ambiente”; un paso
indispensable en la transferencia de embriones es la conservacion temporal de
embriones recobrados de una donadora antes de ser transferidos o congelados, ésta
se realiza en un medio de Solucién Buffer Fosfato (PBS), suplementado con 10% de
suero, una fuente de proteinas que reduce la tension superficial favorece la
sedimentacion, evita que los embriones se adhieran a algun elemento utilizado para
su manipulacion, incorpora sustancias promotoras del crecimiento que favorecen su
desarrollo, absorbe e inhibe metales pesados toxicos que puedan estar presentes en el
medio. La viabilidad embrionaria declina después de 12 horas (Palmay Brem 1993).

En cuanto a la “refrigeracion”, relatan que, ha quedado claro que embriones de
bovinos mantenidos en un medio no nutritivo por un largo tiempo y a temperatura
ambiente decrece ampliamente su capacidad de desarrollo, este desarrollo puede ser
preservado si los embriones se refrigeran de 0 a 4°C por no mas de 24 horas, la
refrigeracion se efectda vehiculizando los embriones en PBS envasados en pajuelas
de 0.25 ml y colocadas en un refrigerador, se utiliza hielo y agua para regular el
descenso de la temperatura, de manera similar a como se realiza la estabilizacion del
semen, la refrigeracion de embriones puede ser considerada como una alternativa

interesante cuando no sea posible recurrir a la congelacion.

De la “congelacion estandar” dicen que, este método de congelacion posibilitd a
Wilmut y Rowson. (1973) obtener el primer ternero nacido de la transferencia de un
embrion congelado. Al método estandar se le han efectuado desde entonces distintas
modificaciones tendientes a su simplificacion. En este método la exposicion de los
embriones al medio de congelacion (PBS + G) debe realizarse a temperatura
ambiente: 20 a 22°C, en un solo paso, de 10 a 30 minutos de duracién, Chupin y
Procureur. (1984); Niemann. (1991), este periodo incluye el envasado de los
embriones en pajuelas plasticas esto permite realizar mas rapidamente y con mayor
precision la induccion de la cristalizacion o “seeding” Maurer, (1978); las pajuelas
deben ser colocadas en un equipo de congelacion a -7°C durante 5 minutos para
equilibrar la temperatura de las pajuelas con la del equipo; el seeding se realiza
poniendo en contacto la superficie de la pajuela con una placa metélica enfriada con
nitrégeno liquido (N.L); el agente refrigerante del equipo puede ser nitrdgeno
liquido, alcohol o etanol enfriado por medio de un compresor.
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Complementan indicando que el no inducir la cristalizacién o seeding conduce a la
formacion de cristales de hielo bajo un estado de sUper enfriamiento y a una
elevacion repentina de temperatura (se genera calor latente de -10°C a -15°C),

resultando un severo trauma fisico dafiar las células, Niemann (1995).

Una vez efectuado el seeding, se mantiene la temperatura estable durante 10 minutos
(periodo de estabilizacion) y luego desciende la temperatura a una velocidad de
0.1°C y 0.5°C hasta -30 o -35° C para establecer un adecuado balance entre
deshidratacion y formacion de hielo intracelular, en este momento las pajuelas
pueden ser retiradas del equipo de congelacion y sumergidas en nitrégeno liquido,
Lehnjensen y Greve. (1982). La descongelacion se realiza de manera répida,
sumergiendo las pajuelas en bafio Maria a 30 0 35°C durante 20 a 30 segundos.

Estos autores describen la “congelacion rapida” e indica que este método fue
desarrollado por Chupin (1986). Los embriones son deshidratados parcialmente
como ocurre en el método estandar, luego se les deshidrata nuevamente
colocandolos en una solucion mixta de glicerol y sucrosa, esta segunda
deshidratacion deja a los embriones en condiciones de ser enfriados rapidamente.
Las pajuelas son colocadas en el cuello del termo de nitrdgeno, durante 5 minutos,
posteriormente son sumergidas al N2L. Los resultados obtenidos fueron dispares,
segun el estadio de desarrollo del embrién congelado. Manifiesta que realizaron
modificaciones, congelando ovocitos en gradillas de microscopio electrénico con 1
ul de EG sumergiéndolas inmediatamente en N2L obteniendo tasas de sobrevivencia

semejantes a los de ovocitos expuestos al EG, pero sin congelamiento.

Recomiendan que, para tener buenos resultados se deben tomar en cuenta los
siguientes factores: volumen de la muestra, concentracion de crioprotector, método
de adicion, temperatura y tiempo de equilibrio, solidificacion, tasa de enfriamiento y
cambios en el volumen, debido a que estos factores estan estrechamente relacionados

con la permeabilidad y la toxicidad del crioprotector.

Finalmente, mencionando a otros autores agregan, que el maximo dafio en el
embrion durante el enfriamiento ocurre de -15°C a -16°C debido a la fase de
transicion de la membrana lipidica, esta fase se ve afectada por la fusion de los
liposomas afectando el termo comportamiento de las membranas en la transicion de
liquido a gel, Zeron et al. (2000) y la velocidad de penetracidn de los crioprotectores,
Thompson. (1997), et al. (2000). El dafio celular incluye pérdida de micro

vellosidades, disrupcion de la membrana plasmatica, cambios mitocondriales,
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hinchamiento del reticulo endopléasmico, pérdida de uniones entre células asi como

fractura de zona pelUcida.

Malson (2004), relata que, el congelar embriones de alta calidad permite a los
productores tener tiempo para buscar mejores oportunidades genéticas ya que los
embriones congelados pueden ser enviados a otros productores para ser trasferidos
en otras receptoras, cuando sea conveniente. Hay dos métodos de congelamiento
usados actualmente. Uno utiliza glicerol y el otro etilenglicol como medios
congelantes, el método que usa 10 % de glicerol ha sido usado desde 1980 y requiere
el uso de un microscopio para descongelar los embriones, ya que el glicerol es
removido del embrion a través de un método de disolucion, rebajando la
concentracion de la sustancia o usando una preparacion que remueve el congelante
de las células. El otro método utiliza 1.5 molar de etilenglicol para liberar los
embriones; esta técnica se ha transformado en la favorita por los profesionales
porque no es necesario el uso de un microscopio en el momento de la
descongelacién, en este caso la descongelacion es similar a la del semen, y los
embriones se transfieren al animal receptor. Por lo que la rehidratacién del embrion

se lleva a cabo dentro del Gtero de la vaca receptora usando sus propios fluidos.

Luna del Campo (2006), en su articulo “Conservacion de Embriones Bovinos”
publicado en esta pagina, relata que el proceso de crio preservacion de embriones se
realiza en dos fases, la congelacion y la descongelacion, la congelacion consiste en
envasar los embriones y deshidratar las células al mismo tiempo que se desciende la
temperatura hasta congelarlas protegidas por sustancias crio protectoras (Glicerol o
Etilenglicol, Sucrosa), hasta temperaturas entre -30 y -38° C, luego son conservados
en termos de Nitrdgeno liquido a -196°C sin limites de tiempo hasta la
descongelacion; la segunda fase de descongelacion, consiste en el proceso inverso,
elevar la temperatura y rehidratar las células hasta alcanzar limites fisiol6gicos
compatibles con la supervivencia embrionaria, para luego e inmediatamente

transferirlos al Utero de una receptora.

Acufia (2006), manifiesta que, los embriones obtenidos tras el lavado se pueden
manipular de diversas formas, asi pues; el mantenimiento de los embriones en medio
de cultivo a temperatura ambiente es el modo mas efectivo y facil de superar un
intervalo corto de tiempo (de varias horas) y de gran interés es la crioconservacién
en caso de tratarse de periodos de tiempo mas grandes o de obtener que salvarse

distancias considerables (comercio de importacion / exportacion, escasez de
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receptoras, reserva genética, examenes analiticos previos a la transferencia /

tipificacion del genoma, etc.

Crioconservacion.- El objetivo de la crioconservacion es la interrupciéon del
metabolismo celular por un tiempo determinado arbitrariamente, durante el cual los
embriones se mantienen en una anabiosis artificial. La actividad metabdlica de los
embriones conservados y almacenados en nitrégeno liquido (-196° C) es
practicamente cero puesto que a esas temperaturas no es posible ningin movimiento

molecular.

Sin embargo el mantenimiento de las caracteristicas originales del embrion
(metabolismo y capacidad de crecimiento) tras la congelacion es inicamente posible
con la utilizacién de crioprotectores y de diferentes protocolos de congelacion. Este

autor precisa algunas etapas como:

Congelacion.- Los embriones aptos para la congelaciéon son aquellos que, segun el
examen de sus caracteristicas morfoldgicas, presentan una calidad excelente (Clase
1) con ningun tipo de degeneracién o con pequefios indicios de ella. La congelacién
de los embriones se realizara, dependiendo del equipamiento del laboratorio, en un
bafio de alcohol o en la camara de refrigeracion de una maquina de congelar
embriones; las pajuelas con los embriones se sumergen segun la técnica o bien a 6°C
(método estandar y método one step) 0 a -6°C (método directo) en la maquina de
congelacion y se conservan congelados.

Los embriones equilibrados con glicerina como crio protector se refrigeran en la
maquina de congelar de 6 hasta -6°C a una velocidad de 1°C por minuto. Cuando se
utiliza etilenglicol como crio protector se comienza directamente con una
temperatura de 6° C pudiéndose introducir estos embriones en la maquina de
congelacion cuando haya alcanzado esta temperatura y congelarlos junto a los

embriones en glicerina.

Primero se congela en glicerina y se refrigeran hasta -6°C, en un tiempo de 10 a 15
minutos; en el que se incuban, preparan y mantienen los otros embriones para
congelar con el método directo; las pajuelas con los embriones se encuentran en la
congeladora se induce la cristalizacion (seeding) a -6°C y se mantienen a esta misma
temperatura durante 5 minutos; la cristalizacion se induce manualmente con una
pinza sumergida previamente en nitrégeno liquido o automaticamente mediante un
programa moderno de congelacion con sustancias crio estaticas y luego se baja de
0.5°C por minuto hasta el final del programa de congelacién. La temperatura final de
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congelacion es de -35°C y se alcanza mas 0 menos una hora después tras ello se
introducen las pajuelas en el nitrégeno liquido donde podrén ser almacenadas hasta

su utilizacion.

Descongelado. .- El descongelado de los embriones crio preservados se realiza de
diferente manera segun la técnica seguida durante el congelado y debe llevarse a
cabo siguiendo estrictamente las indicaciones precisas, principalmente cuando se

trata de embriones comprados.

Ademas, los certificados de sanidad, certificados genéticos de origen de los padres,
un protocolo de congelado con instrucciones para el descongelado donde se detallan
los pasos necesarios para la dilucion del crio protector. Se han desarrollado
protocolos estdndar de descongelado, de uso ya comun, para cada uno de los
diferentes métodos de crio preservacion, de esta manera se extraen las pajuelas con
los embriones congelados del nitrégeno liquido segun las indicaciones pertinentes, se
mantiene 15 segundos en el ambiente y a continuacién otros 15 segundos en agua
caliente a 30°C donde descongelan; luego se secan las pajuelas, se quita el bastén o
tapon rotulado (stick) y segun la técnica de congelado, o se someten a una
manipulacion previa (dilucion de la glicerina) o si, son embriones conservados en

etilenglicol, se transfieren directamente.
2.3.16 Resultados de la biotecnologia

Aller et al. (2000), en sus trabajos de investigacion “Gestacion con embriones
producidos in vitro a partir de ovocitos recuperados de vacas Ovariectomizadas de la
raza Holando Argentinas”, realizaron el diagndstico de prefiez por palpacion rectal
55 dias después del transplante de los embriones, la eficiencia de gestacion obtenida
con embriones de 7 dias fue de 35.5% Yy significativamente mayor (P<0.05) a la
obtenida con embriones de 8 dias (16.6%).

Aspréon (1992), en su articulo “Transferencia de Embriones - Biotecnologia de
Punta”, publicado en la Revista Cientifica Técnica de la Organizacion Mundial de

Sanidad Animal, muestra los siguientes resultados:

- 50 6 foliculos maduros después de la superovulacion con FSH.

- 50 6 cuerpos luteos en cada ovario, después de la superovulacion.

- 405 embriones transferibles por donadora stper ovulada.
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- 33% de las donadoras stper ovuladas no producen embriones.

- 50 a 60 % de gestacion con embriones frescos o refrigerados calidad 1y 2
- 30 a 35% de prefiez con embriones frescos o refrigerados calidad 3

- 50% de gestacion con embriones bipartidos.

- 0 4 super ovulaciones seguidas de cada donadora (con intervalo de 60 a 90
dias), antes de cargarlas para darles un afio de descanso reproductivo.

B, et al. (1999), manifiestan que, entre un 20 y 30 % de las donantes no producen
ningun embridn transferible; esta variabilidad puede estar influenciada por factores
relacionados con el tratamiento superovulatorio o en mayor medida por factores
individuales de la vaca, asociados a las caracteristicas de la dindmica folicular
ovarica. En un trabajo de investigacion que ellos realizaron en Coérdoba - Argentina,
referente a la respuesta superovulatoria, en vacas de leche; superovuladas los dias 8 -
12 post celo, encontraron que con el tratamiento tradicional: Folltropin-V,

obtuvieron después de la coleccion los siguientes promedios:

Tabla 5. Promedios obtenidos como respuesta superovulatoria.

) Ovoc./embriones. . )
Tratamientos Fertilizados Transferibles
totales
Folltropin-V 8.5 6.4 4.8
Progestagenos +E-17B 9.1 6.7 5.2

Fuente: BG, G. A. y R. J. Mapletoft., 1999.

Becaluba (2012), especialista en Reproduccion Animal en Buenos Aires - Argentina,
explica que, el objetivo principal de los tratamientos de superovulacion en el ganado
bovino lechero es producir un gran nimero de ovulaciones y obtener el maximo
namero de embriones transferibles que resulten en una alta probabilidad de prefiez,
sin embargo la respuesta a estos tratamientos es muy variable y dificil de predecir
por muchos factores. Indica que en un trabajo de investigacién que incluyé 2048
recolecciones de embriones en donantes bovinas, se obtuvieron un promedio de 11.5
embriones/ ovocitos, 6.0 embriones por vaca y 5.2 embriones transferibles por vaca;
pero lo mas importante que se destaco en este trabajo fue la gran variabilidad en la
respuesta a la superovulacion y en la produccion de embriones; el 24% de las
recolecciones no produjeron embriones viables, 64% de las donantes produjeron

menos embriones transferibles que el nimero promedio y 30% de las recolecciones
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produjeron el 70% de los embriones. En otro estudio retrospectivo que incluyd 1263
donantes, el autor encontré que el 68% de las hembras inducidas a superovulacion
produjeron embriones transferibles; el 32% restante lo integraron: 7% sin
estimulacion ovarica, 7% sin recoleccion de ovocitos ni embriones, 17% sin
embriones transferibles, 1% donde no se efectud la coleccion porque presentaron
celo antes de administrarseles la PGF-2 o durante el tratamiento hormonal.

Estos trabajos muestran la alta variabilidad en la respuesta superovulatoria que crea
muchos problemas que afectan tanto la eficiencia como la rentabilidad de los
programas de trasferencia de embriones. Y en su investigacion “Factores que
Afectan la Superovulacion en Bovinos” realizado en Buenos Aires - Argentina.
(2012), muestra claramente la respuesta sUperovulatoria encontrada en vacas y
vaquillonas de leche stper estimuladas en los dias 8 y 12 post celo, utilizando FSH.

De esta manera:

Tabla 6. Respuesta stperovulatoria con FSH.

HOLANDO % de prefiez
N° de Ovocitos/Embriones Embriones Embriones Embriones Clase
vacas totales/animal. por vaca transferibles ly2
254 8.9 6.1 51 48.4

Fuente: Becaluba, 2012.

Encontrd ademas, que entre los factores que afectan la superovulacion y la calidad

de los embriones estan:

a. Los factores relacionados con la utilizacién de las gonadotrofinas sintéticas y

con los protocolos utilizados en el proceso.

b. La viabilidad de los foliculos y la onda folicular en el momento que los

tratamientos son iniciados.

c. Factores ligados al animal: tanto la tasa ovulatoria como el nimero de
embriones viables producidos son caracteres relativamente inherentes a cada
donante; los animales que tienen respuesta baja en un tratamiento,
probablemente responderan en forma similar en los tratamientos
subsecuentes y los que responden bien inicialmente, continuaran haciéndolo

en esta forma.
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d. Laraza: las vacas de raza Holstein requerian una proporcién mayor de FSH
mientras que las vacas de raza Charolais requerian una menor proporcion, en

el proceso de superovulacion.

e. La estacion del afio: los extractos pituitarios purificados como: Folltropin®-
V, han sido més eficaces que FSH-P (que es menos purificado), cuando se
utilizaron en condiciones de estrés por el calor, pero no fueron diferentes en
condiciones ambientales con temperaturas moderadas, estos estudios fueron
realizados con vacas Holstein en florida, en cambio, en un estudio realizado
en vaquillonas Brahaman en Argentina, se obtuvieron efectos opuestos
encontrando una mejor respuesta en los animales tratados con los preparados
menos purificados en verano que en invierno, la conclusion al respecto fue
que las temperaturas de invierno podrian ser estresantes en la raza Brahaman
, por lo tanto, en condiciones de estrés climatico las vacas responden mejor a

los extractos mas purificados.

f. La edad: el efecto que tiene la edad de la donante sobre la respuesta
superovulatoria ha sido ampliamente estudiado en el ganado lechero, el
nimero de embriones transferibles obtenidos en donantes cuyas edades
estaban comprendidas entre 3 y 6 afios, resulté mayor que el que se logré en
vaquillonas y primiparas. Menciona Becaluba, F. a Hanselmann (1995),
guien efectué un estudio retrospectivo en el que analizd la respuesta
superovulatoria de 197 donantes, agrupandolas en tres categorias, hasta 5
afios, de 6 a 8 afios y mayores de 8 afios, el promedio de embriones

transferibles fue de 5.2, 6.0 y 3,2 respectivamente.

g. El estado nutricional: el nivel de energia de la racion influye tanto en las

tasas de ovulacién y de fecundacién como en la viabilidad de los embriones.

66

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & i[Li Nacional del
Altiplano

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del lugar de estudio

El estudio se realiz6 en el Centro de Investigacion y Produccion lllpa (CIP-1lIpa), de la
Facultad de Ciencias Agrarias UNA —Puno, localizado al lado izquierdo del km 19 de la
carretera asfaltada Puno-Juliaca. Geograficamente se encuentra ubicado a 70° 40° 50” de
longitud Oeste y a 15° 42 50 de latitud Sur y a 3,527 msnm de altitud (caserio).

El CIP Ilipa colinda por el Este con el sector Cancharani pampa y la carretera asfaltada
Puno Juliaca, por el Noreste y Oeste limita con la comunidad Yanico Rumini Mocco, por el
Norte limita con INIA Illpa Puno, especificamente con el rio lllpa en medio y por el Sur
limita con la comunidad campesina de Alianza Chali.

El CIP lllpa cuenta con un total de 420 has, de los cuales 323 has son pastos naturales, 23
has son pastos cultivados y 68 has son terrenos cultivados y 6 has constituyen instalaciones
pecuarias, caserio y vias de acceso al CIP Illpa FCA UNA Puno, 220 has constituyen
pampas y el resto constituyen laderas y cerros.

3.2 Caracteristicas ecolégicas

El area del centro de investigacion y produccién Illpa, de acuerdo al mapa ecolégico del
Per(, basado en la clasificacion de zonas de vida del mundo por Holdridge (1985,)
pertenece a la zona ecolégica bosque humedo montafio sub-tropical (bh-ms),
caracterizada por presentar temperaturas de 6 a 12°C con precipitaciones de 500 a 750 mm

por afo.
3.3 Caracteristicas climaticas

Las condiciones de clima del CIP — Illpa, definidas por caracteristicas basicas como, la
temperatura, precipitacion, humedad relativa y la evapotranspiracion dan como resultado
un clima frio y seco en invierno, templado frio y semiseco el resto del afio, en forma
general. Tipificaciones climaticas méas especificas realizadas por ONERN - CORPUNO
(1975), asignan 2 tipos climéticos, sub tipo climatico “B” la zona ladera y el sub tipo

climatico “B” la zona ladera y el sub tipo climatico “C” la zona planicie.

Sub tipo climatico “B” Clima del altiplano de laderas bajas, la temperatura fluctia entre
3°C y 13°C ubicada entre las costas de 3825 a 4000 msnm.
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Sub tipo climatico “C”. Clima del altiplano se caracteriza porque la temperatura fluctia
entre 6°C y 13°C comprende el mayor porcentaje del area del altiplano, especialmente
areas fisiogréaficas de planicie, entre las costas de 3820 a 3825 msnm.

3.4 Material experimental
3.4.1 Tipo de estudio

Esta investigacion corresponde al tipo experimental comparativo. De manera que en
el presente experimento se pondra en practica tres programas o protocolos diferentes
para la superovulacion y la produccién de embriones con la finalidad de evaluar cual
de los protocolos resulta ser mas eficiente en la produccién de mayor cantidad y
calidad de embriones viables, también se evaluara el porcentaje de prefiez en las
receptoras aplicando el protocolo de sincronizacién de estro para la transferencia del

embrion a tiempo fijo.
3.4.2 Vacas donadoras PDP

Para el estudio se seleccionaron un total de Tres (3) vacas donadoras de embriones
de raza Brown Swiss PDP de alta calidad genética registradas en la asociacion
Brown Swiss del Perd y la Asociacion de criadores de ganado registrado (Ascrigar),
las mismas que se detallan en la Tabla Registro de pedigree de las donadoras de
embriones en la Asociacion Brown Swiss del Peru y Ascrigar.

Tabla 7. Registro de donadoras de embriones

01 18348 20/12/2004 014 CDB ACE COLLECTION CAMELIA
02 01092 30/09/2007 1066 DVC VASCO AYTOLA TORNINA
03 2174 14/06/2008 1-120 YRP COLECTION ZEUZ MELLISA

3.4.3 Vacas receptoras:

Para el estudio se selecciond un total de cuarenta y siete (47) vacas receptoras de
raza Brown Swiss PPC de 3 lugares; CIP Illlpa FCA - UNA Puno, Sector de Istarata
— Nufioa, Fundo Sucari — Asillo y Centro Poblado de Collacachi sector Central. La
identificacion y seleccién de animales se dieron por el normal desarrollo del ciclo
estral y sistema reproductivos.

68

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
=% Altiplano

3.4.3.1 Factores de estudio y tratamientos:
a) Tiempo de retiro de CIDR
P1= Retiro del (CIDR) a las 12 horas
P2= Retiro del (CIDR) a las 24 horas
P3= Retiro del (CIDR) a las 36 horas
b) Vacas donadoras
- D1.-Camelia

- D2.-Tornina

- D3.-Mellisa

Tabla 8. Distribucion de tratamientos de los factores en estudio

1 DiPl1 | Di1P2 | D1P3 |D2P1 |D2P2 |D2P3 | D3Pl | D3P2| D3 P3

2 DiPl1 | Di1P2 | D1P3 |D2P1 |D2P2 |D2P3 | D3Pl | D3P2| D3 P3

3.4.3.2 Materiales, medios y equipos

a. Materiales de laboratorio
- Sonda de Foley
- Catéter de inseminacion
- Funda de Inseminacién
- Camisa Sanitaria
- Guantes obstétrico (100/caja)
- Jeringas de 05 ml
- Jeringas de 10 ml
- Jeringas de 20 ml
- Placa pretri redonda
- Placa petri cuadrada
- Acrodiscos milipore
- Manguera colectora + filtro
- Pajillas 1/4 -gama irradiate

- Pajillas 1/4 - gama irradiate DT
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- Pajuelas 1/2 pkt 5

- Tapon de pajuelas con adaptador de 1/4 a 1/2
- Dilatador cervical

- Micropipetas Agujas 21 - 1*1/2

- Agujas 22 - 1*1/2

- Pipetas de plastico

- Funda de transferencia de embriones
b. Medios

- CIDR pkt/10

- Benzoato de estradiol 10ml
- Folltropin FSH 20ml

- Lutalise LH 30ml

- Hormona GnRH 10ml

- Cipionato de estradiol 10 ml
- Folligon

- Alcohol 96°

- Yodo

- Algodon

- Papel toalla

- Nitrégeno liguido

- Lidocaina 2% frasco/20 ml
- Complete flush

- Medio de congelacion de embrion
- Medio de mantenimiento

- Pajuelas con semen congelado
- Gel lubricante

- Okxitetraciclina 250

- Vitamina ADE 50ml

- Fosforo inyectable 250ml

- Selenio inyectable 250ml

c. Equipos

- Micropipeta mecénica 5um
- Aplicador CIDR

- Estereoscopio electronico
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- Congeladora de embriones

- Termocupla

- Etiquetadora automatica de embriones
- Estabilizador

- Corta pajilla pinza de pléastico

- Termo criogénico

- Catéter de transferencia de embriones
- Céamara fotografica

- Termometro digital
3.5 Metodologia de ejecucion experimental

Para desarrollar la parte experimental de este trabajo de investigacion, en primer lugar fue
necesario un lapso de 385 dias calendario méaximo con la finalidad de desarrollar los
procesos referente a la superovulacion (aplicacién de hormonas), lavado o recogida
(utilizacion de equipo y medios), basqueda de embriones en el estereoscopio,
embasamiento en pajuelas de 0.25 ml y congelacion estandar de los embriones (-196°C), de
acuerdo a las recomendaciones y normas técnicas establecidas por la International Embryo
Transfer Association (IETA), el mismo que fue 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.

En el proyecto de investigacion planteado consté de una serie de actividades para su

ejecucion, las cuales se describen a continuacion:
3.5.1 Evaluacién de vacas donadoras

a. Se seleccionaron dos (3) vacas de raza Brown Swiss PDP de alta calidad
genética, con buen historial reproductivo y produccién de leche (registro adjunto

en anexo).

b. Se comprob6 que no tenian parentesco con el semental a usar en la inseminacion

artificial durante el estro superovulatorio.

C. Las vacas donadoras estuvieron ubicados en el CIP- lllpa UNAP, (1 vaca), y las

otras en el sector de Istarata — Distrito de Nufioa Provincia de Melgar (2 vacas).

d. Teniendo en cuenta las recomendaciones de la International Embryo Transfer

Association (IETA), desde el punto de vista reproductivo fueron seleccionadas
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mediante el examen ginecol6gico para comprobar si el animal es idéneo o no

como donadora.

e. Las vacas donadoras cumplen con un puerperio normal, con cortos periodos entre

partos y bajo indice de inseminaciones por prefiez.

f. Se tomaron en cuenta la superioridad genética, sobresalientes en produccién de
leche (20 a mas Lit./leche/dia/vaca.), sin descuidar el fenotipo (caracter lechero,

morfologia, sistema mamario).

g. Estuvieron con buena salud y condicién corporal (3.5 en la escala americana),

realizando la inspeccion visual y un chequeo ginecolégico.

Figura 1: Donadora 1/ CDB ACE COLLECTION CAMELIA
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Figura 2: Donadora 2 / DVC VASCO AYTOLA TORNINA

Figura 3: Donadora YRP COLECTION ZEUZ MELLISA

3.5.2 Seleccion de vacas receptoras

a. Se realiz6 la pre-seleccion de 55 vacas receptoras para la aplicacion del
protocolo de sincronizacién para la transferencia de embrion a tiempo fijo.

b. De las 55 vacas receptoras pre seleccionadas finalmente se selecciond a 47
vacas, las que fueron declaradas aptas para transferir.

c. La seleccion definitiva de éstas se llevo a cabo antes de la transferencia del

embridn, segln criterios ginecoldgicos.

73

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
Altiplano

d. Se seleccionaron las vacas que cumplieron los mismos requerimientos exigidos
para las vacas donadoras.

No se tomaron en cuenta la raza ni el pedigri.

Buen desarrollo de la pelvis.

Buena habilidad materna, ddcil y joven.

> Q@ -~ o

Se reviso los antecedentes para asegurar que tengan una produccion de leche
suficiente para criar su cria.

i. Finalmente se calific6 como receptoras transferibles a aquéllas sin
anormalidades ni patologias ginecolégicas y con un buen cuerpo luteo de grado
3 el dia de la transferencia y una consistencia uterina correspondiente al dia del

diestro en que se encuentra.
3.5.3 Superovulacion de las donadoras

Sustentada en una serie continuada de dosis crecientes de FSH se procedera de
acuerdo a protocolos que se plantea en la presente investigacion, tal como muestra
en las tablas N° 9; 10 y 11, 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 presentaron tres
protocolos con diferentes horas de retiro de la progesterona (CIDR), con la finalidad
de conocer cudl de los protocolos en investigacion es mas eficiente para la

produccién de mayor cantidad y calidad de embriones.

Tabla 9. Protocolo de superovulacion de Donadoras P1 12 horas, modificado

Dispositivo Intravaginal CIDR + B.E. 2ml.
FSH 80 mg 7AM + 80 mg 7PM

FSH 60 mg 7AM + 60 mg 7PM
FSH 40 mg 7AM + 40 mg 7PM+PG35mg7AM+PG35mg7PM+RET.Ps 7PM
FSH 20 mg 7AM + 20 mg 7PM

Revisar celo y Gnrh + Inseminacion artificial 2 veces cada 12 h.

©| 0| N o o] MO

Inseminacion tercera dosis

15 Coleccion de Embriones

Fuente: Manual of the International Embryo Transfer Society (IETS). 2a ed. IETS.
Champaign, Illinois. Estados Unidos de América (2004), Modificado por D. Marca,
tesista.
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Tabla 10. Protocolo de superovulacién de donadoras P2 24 horas, modificado

0 Dispositivo Intravaginal CIDR + B.E. 2ml.

4 FSH 80 mg 7AM + 80 mg 7PM

5 FSH 60 mg 7AM + 60 mg 7PM

6 FSH 40 mg 7AM + 40 mg 7PM + PG 35mg 7AM + PG 35mg 7PM
7

8

9

FSH 20 mg 7AM + 20 mg 7PM + RET. CIDR 7AM

Revisar celo y Gnrh + Inseminacion artificial 2 veces cada 12 h.

Inseminacion tercera dosis

15 Coleccion de Embriones

Fuente: Manual of the International Embryo Transfer Society (IETS). 2a ed. IETS.
Champaign, Illinois. Estados Unidos de América (2004), Madificado por D. Marca,
tesista.

Tabla 11. Protocolo de superovulacién de donadoras P3 36 horas, modificado

Dispositivo Intravaginal CIDR + B.E. 2ml.
FSH 80 mg 7AM + 80 mg 7PM
FSH 60 mg 7AM + 60 mg 7PM
FSH 40 mg 7AM + 40 mg 7PM + PG 35mg 7AM + PG 35mg 7PM
FSH 20 mg 7AM + 20 mg 7PM + RET. CIDR 7PM
Revisar celo y Gnrh + Inseminacion artificial 2 veces cada 12 h.
Inseminacion tercera dosis
15 Coleccién de Embriones
Fuente: Manual of the International Embryo Transfer Society (IETS). 2a ed. IETS.

O|lo|N|oo|o|™~|O

Champaign, Illinois. Estados Unidos de América (2004), Modificado por D. Marca,

tesista.

Como muestra las tablas N° 9, 10 y 11, la variacion esta en el proceso del retiro del
dispositivo Intravaginal contenido de Progesterona CIDR, en la tabla N° 9, del
protocolo 1, el tiempo de retiro del CIDR es a las 12 horas, mientras que en la tabla
N° 10, del protocolo 2, el retiro del dispositivo CIDR es las 24 horas y finalmente en
la tabla N°11, del protocolo 3, el retiro del Dispositivo es las 36 horas, todos llevan

el mismo tiempo de coleccién de embriones (a los 15 y 16 dias).
3.5.4 Inseminacién artificial de las vacas donadoras

Las donadoras mostraron estro superovulatorio tras la aplicacion del Dinoprost
tromentina (Lutalyse) el cual es un analogo sintético de la PGF;, o. de manera que,

cuando las vacas donantes entraron en estro y se realizaron los siguientes pasos:

1. se evalud secreciones vaginales.
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2. se procedi6 a inseminarlas artificialmente tres veces.

3. La primera a las 12 horas tras el comienzo del mismo, el siguiente servicio 12
horas después y 12 después del ultimo; dando oportunidad a que la mayoria de

ovulos sean fecundados.

4. Se utilizé semen importado americano de un toro probado y de buena calidad

geneética.

5. Para la donadora Cdb Ace Collection Camelia, con pedigree Collection X Ace,

gue se insemind con semen congelado del toro Hilltop Acres CT Davenport ET.

6. Para la donadora DVC Vasco Aytola Tornina, con Pedigree Payof X Aytola,
también se insemino con semen congelado del toro Hilltop Acres CT Davenport
ET.

7. Para la donadora YRP Colection Zeuz Mellisa, con Pedigree Eventide X
Fronterizo, también se insemino con semen congelado del toro Hilltop Acres CT
Davenport ET. (Catalogo adjunto en anexo).

La inseminacion artificial se realizO con especial cuidado, puesto que la
inseminacion repetida de la vaca aumenta el riesgo de contaminacion por gérmenes,
lo que disminuiria o anularia totalmente el éxito de la transferencia de embriones,

por ello los pasos que seguimos para el proceso son las siguientes:

1. Se evacu6 del recto el estiércol para una mejor manipulacion del sistema

reproductivo.
2. Se limpi6 la vulva de la donadora a inseminar con agua y yodo al 2%
3. Seseco con papel toalla y rocio con alcohol 96°.
4. Se descongelo las pajillas en agua a 35 grados centigrados (En nuestra Region).

5. Se colocd la pajilla congelada en el thermo de descongelacion entre 20 a 40

segundos en el agua a 35°C.
6. Sesaco la pajilla descongelada del agua y y sec6 con papel secante.

7. Se carg6 la pajuela con semen en el aplicador de inseminacion artificial y se
procedid a la inseminacién depositando el semen justo al pasar la cérvix en el

Utero.
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8. Después de haber depositado el semen correctamente, lentamente se retird la
pistola del tracto reproductor, verificAndose que la punta de la pistola no tenga

sangre, pus, o fugas de semen dentro de la funda.
9. Setomo apuntes para futuras referencias sobre lo que consider6 importante.

10. Por altimo se verificé cual fue el toro utilizado realizando el registro final de

inseminacion.

Figura 4: Introduccidn de la pistola inseminadora para la

inseminacion artificial a vaca donadora.
3.5.5 Sincronizacion estral a receptoras de embriones

Una vez que se tuvo los embriones obtenidas de las donadoras, se procedié a la
sincronizacién de celo en las receptoras.
Se empled un protocolo de sincronizacién para la transferencia de embrion a tiempo

fijo asi como muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Protocolo de sincronizacion y transferencia de embrién a tiempo fijo en
vacas — modificado

0 Dispositivo Intravaginal CIDR + GnRH 1.5ml.
7 RET. CIDR + Lutalyse 25 mg
9 GnRH 1.5ml
16 Transferencia de Embrion — Por la mafiana o la tarde segun el estadio del
embrion.
Fuente: Manual of the International Embryo Transfer Society (IETS). 2a ed. IETS.
Champaign,  Illinois. Estados Unidos de América (2004), Modificado por D.

Marca, tesista.
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3.5.6 Colecciéon de embriones

Di-Bella (2009), menciona los pasos para el proceso de la coleccion de embriones
(circuito cerrado), se cumplié paso a paso para un buen trabajo del proceso de

coleccion, estos pasos se realizaron uno seguido del otro:

a. La coleccion de embriones se realizé el dia 7 después de la primera inseminacion

artificial.

b. En este momento los embriones se encontraran en el extremo anterior del cuerno

uterino lo cual facilit6 su extraccion.
c. Se prepar0 y separo todo el material y equipo a utilizar.

d. Las vacas donadoras se sujetaron eficientemente en un brete especialmente

construido para ello.
e. Se lavé la vulva con agua y yodo al 2%.
f. Sesecd y se roseo alcohol por todo el exterior de la vulva.
g. Se colocd anestesia epidural.
h. Se instalé la sonda de Foley en uno de los cuernos uterinos.

i. Con suma cuidado se inflé el globo de la sonda calculando el diametro del cuerno

uterino.

j. Una vez instalado la sonda de Foley, se retir6 el estilete y se conectd la manguera

“Y” esta ya previamente instalado al medio de coleccién y el vaso colector.

k. Para el lavado se utiliz6 una solucion salina PBS (phosphate buffered saline) y
BSA fr. V (powdered) w/ Antibiotic/Antimicotic, o medios de coleccion
preparados asi como Complete Flush.

I. El medio de coleccién se colgd en un colgador a 2.5m de altura, desde alli emitid
por gravedad la caida del medio a los cuernos uterinos.

m. Con la gravedad caera el medio de coleccion la misma que se depositd por
gravedad unos 80 a 120 ml de esta solucion salina en el cuerno uterino,

calculando que este no se llene demasiado por que puede causar hemorragias.

n. Se masajeo suavemente el cuerno uterino y luego de abrir el clip de salida del

medio hacia el vaso, vaciando el medio del cuerno uterino.
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0. Nuevamente se llend con medio el cuerno uterino y se masajed, esta operacion se

repitio entre 4 a 6 veces, dependera de la operacion del personal.

p. Se cambi6 la sonda al otro cuerno para hacer la misma operacion, para ello se
desinflo el globo y se instal6 el estilete haciendo la misma operacion anterior para

la instalacion de la sonda en ese cuerno.

g. El proceso de la coleccion de embriones se demoré en aproximado de 20 a 30

minutos por cada donadora.

r. Terminado la operacidn del lavado uterino, se retiré la sonda y seguidamente se
recogio el vaso colector para llevarlo al laboratorio y procedié a la busqueda de

los embriones.

Figura 5: Sistema de coleccion de embridn
3.5.7 Donantes después de la coleccion

Al segundo o tercer dia de la coleccion de embriones se realiz6 un tratamiento
intrauterino con algin antibidtico en este caso se utilizé oxitetraciclina (Emicina),
para evitar cualquier tipo de infeccién del tracto reproductivo. Fue probable que se
retrasen los estros subsiguientes de las vacas donantes, debido a la alteracion

endocrina forzada que sufre el ovario.

Por ese motivo fue necesaria la aplicacion de la PGFza via intramuscular, luego de la
coleccion de los embriones para ordenar rapidamente el equilibrio hormonal del
ovario, produciéndose la lutedlisis de todos los cuerpos luteos, retornando al estro
después de 16 dias a mas.
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3.5.8 Aislamiento y busqueda de los embriones del medio de coleccion

Di-Bella (2009), menciona que después de la coleccion de embriones, el siguiente
paso es la busqueda de embriones y su crio preservacion, los que se tomé en cuenta

detalladamente, los mismos que se mencionan en lo siguiente:

a. Una vez ingresado el vaso colector al laboratorio este a reposé un lapso de 5 a 10

minutos para que los embriones sedimenten

b. luego se realizd la basqueda de embriones en los materiales designados asi como

las placas petri disefiados para este trabajo.

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

d. Los embriones que se encontraron se aspiraron con una micropipeta bajo control
visual pasandolos a una placa de Petri pequefia redonda con medio de cultivo
donde se agruparon todos.

e. Una vez que se agrupo todos los materiales genéticos, embriones de diversas
calidades y estadios, se procedio a la seleccién y clasificacion de los embriones
en una nueva placa petri redonda donde se tuvo el medio de mantenimiento de

embriones (Holding).

f. Se clasifico para el enjuague de los embriones solo el de calidad 1, los que se

utilizaron para transferir y/o congelar.

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

congelacién.
3.5.9 Valoracion y clasificacion de los embriones

Este examen se realiz6 en el laboratorio ensamblado en el CIP Illpa. Los embriones
tuvieron cierta diferencia en su desarrollo y en sus caracteristicas morfolégicas. Bajo
la lupa estereoscopica 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 of the
International Embryo Transfer Society IETS (2004), como indica en la Tabla 13 y

como se muestra en la Fig. 6
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Tabla 13. Clasificacion general de los embriones colectados.

| Clss | Demriows

Calidad excelente. Embrién esférico, Zona pellcida intacta,

Clase 1 cumulo celular perfectamente estructurado con células del

mismo tamafio color y textura

Calidad buena. Embrion esférico o ligeramente elipsoidal,
Clase 2 Zona peldcida intacta, algin blastomero suelto pero, por lo

demaés, cimulo celular perfecto.

Calidad regular. Zona peldcida intacta o dafada, blastomeros
de diferentes tamafios, cimulo celular con un 30 hasta un 60%
Clase 3 de blastémeros intactos, ligero retraso del desarrollo (estadio
de 32 células)

Calidad mala. Zona pelicida intacta o dafiada, blastomeros

degenerados y sueltos en nimero considerable, cimulo celular
suelto y con menos del 30% de blastdmeros intactos, desarrollo
retardado con estadios embrionarios de blastdmeros grandes
Clase 4 (32,16 células). Embrion degenerado. Zona pellcida,
normalmente intacta, cumulo celular con  aspecto
desorganizado y suelto, blastobmeros de diferentes tamafios y
pignoéticos en muchos casos, estadios de desarrollo ya

paralizado (2,4,8 hasta 16 células)

Nota: Solo seran transferidos o congelados s6lo los embriones de
calidad 1y 2
Fuente: Manual of the International Embryo Transfer Society (IETS) 2004.
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Figura 6: Embriones de calidad 1(a), calidad 2(b), calidad 3(c) y
calidad 4(d)/clasificacion por IETS 2004.

(En el proceso de estudio solo se transferieron los embriones de calidad 1 - a).
3.5.10 Envasado del embrién en la pajuela

Para el empajillado de los embriones, estas ya sean para la transferencia directa o la
congelacion se toma en cuenta los siguientes pasos, las mismas que se tomo en

cuenta lo recomendado por Di-Bella (2009):
a. Se utilizé las pajuelas esterilizadas de 0.25 ml de volumen.

b. Se utilizd una micropipeta adaptada a una jeringa de 1 ml y conectada a un

extremo de la pajuela.

c. Se tuvo especial cuidado al cargar primero el medio de congelacion 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 estereoscopio el

embrién con 1cm lineal de medio de congelacion, o de cultivo, después otra
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burbuja de aire, finalmente el medio de congelacion o de cultivo hasta completar

la pajuela.

d. El embrion quedo situado en la parte central de la pajuela entre las dos burbujas

de aire.

e. Se selld luego el extremo de la pajuela con un tapon adaptado a una pajuela de

0.5, en donde se coloco el registro del embrion.

f. La identificacién de la pajuela consigna el nombre de la vaca donadora, el
semental utilizado y la fecha de coleccidén del embrién, calidad del embrion,

estadio del embrion y la forma de transferencia.

{b] VigorfCamelia—15/01/15—6-1 DT _
+

sementalf Domadom - Fecha de colkeccidn — Estadio del embnidn —calidad delembridn -TRmwfkerna dieca

Figura 7: Sistema del empajillado de un embrién (a) y tapén con registro del
embrion (b). Modificado y adaptado de Di-Bella (2009).

3.5.11 Conservacion: refrigeracion y congelacion

Di-Bella (2009), menciona que los embriones obtenidos no deben de pasar por
mucho tiempo fuera del Gtero. De manera que, los embriones clasificado para la
transferencia en fresco se transfirieron lo antes posible, puesto que el Utero ofrece las
mejores condiciones para su supervivencia; el cultivo de los embriones durante tres a
ocho horas no merma el resultado de las transferencias, sin embargo una vez
superado este tiempo, se debe conservar embriones colectados de una donadora
mediante refrigeracion de entre 4°C a 8°C para provocar una ralentizacion del
metabolismo celular que permite tener embriones viables hasta por 24 a 48 horas

(conservacién temporal).
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En la crioconservacién mediante congelacion a -196°C en nitrégeno liquido, el
objetivo es la interrupcion total del metabolismo celular por un tiempo determinado
arbitrariamente, los embriones se mantienen en una anabiosis artificial. Solamente se
congelaron los embriones de “Calidad 1 siguiendo rigurosamente los pasos que

menciona y recomienda Di-Bella (2009):
a. Los embriones pasaron a solucion de ethylenglycol por 5 minutos.

b. En este periodo se empajillaron e identificaron y listos para pasar a la

congeladora de embriones.

c. Se regulo la congeladora a -6°c (negativo), de tal manera que cuando llego a -6
°C se efectud el “seed” o cristalizacion en la columna superior a la que contiene

el embrion.

d. Se esperd 10 minutos para iniciar la congelacion y estas entraron en un descenso

de temperatura de 1 grado/minuto hasta que lleguen a los -32 °C-

e. Se sac los embriones de la congeladora que estuvo a -32 °C directo al termo que
contiene el nitrégeno liquido que estara a -196°C a un tanque criogénico para ser

almacenadas y conservadas hasta su utilizacion.

Figura 8: Congeladora manual de embriones en proceso de congelamiento a
base de nitrégeno liquido.
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3.5.12 Transferencia de embriones

Se empled el proceso del método no quirdrgico, por la via natural; mediante la
utilizacion de un catéter de transferencia de embrion, introduciéndose el catéter a
través de la vagina, pasando por la cérvix y cuerpo del Utero, hasta depositar el
embrion en el cuerno uterino del lado ipsilateral del cuerpo luteo (transferencia
ipsilateral); este método se denomina “Técnica Transcervical”. Y se llevo acabo, al
igual que la inseminacién artificial por palpacién rectal, y para ello se siguieron los

siguientes procedimientos:
a) Sesujetaron las vacas receptoras en un brete o guillotina.
b) Con la mano enguantada se retiraron las heces del recto para facilitar el trabajo.

c) Se determind y evalud la calidad del Cuerpo Luteo (C.L.), y los que no tuvieron
desarrollo del buen nivel del C.L. se descartdé como receptora y cuando esto
ocurre se reemplaz6 por otra receptora que se selecciond con este fin al inicio
del programa. (Esta evaluacion del cuerpo lGteo se llevd a cabo teniendo en
cuenta la escala sugerida por el manual of the International Embryo Transfer
Association IETA 1™ Ed.).

- 1 (muy bueno): 15 a 25 mm de didametro, con corona manifiesta.

- 2 (bueno): 15 a 20 mm de didmetro, sin corona manifiesta.

- 3 (regular): menos de 15 mm de didmetro, sin corona, con un foliculo en

cualquiera de los ovarios.

- 4 (malo): cuerpo luteo muy pequefio, acompafiado de un foliculo con un

didmetro de 5 a 15 mm.

d) Fueron seleccionados como receptoras solamente las vacas receptoras que
presenten C.L. de escala 1 y 2 para transferir el embrién y luego se aplico
anestesia epidural en la base de la cola, 3 a 6 ml de lidocaina al 2%, para evitar

las contracciones del recto y que permita manipular el Gtero sin dificultad.

El descongelamiento de las pajuelas se realiz6 segun la técnica seguida durante

el congelado, siguiendo estrictamente las indicaciones en el siguiente orden:

a. Con una pinza se tomd la pajuela del tanque con nitrégeno liquido, y se la seca

rapidamente con papel absorbente exponiéndola a temperatura ambiente durante
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15 segundos y luego se sumerge al termo descongelador, que contiene agua a

una temperatura de 33°C durante 12 segundos, donde se descongelan.

b. Se saco la pajuela del agua tibia y se seco6 prolijamente, sin agitarla y se corto el
tapon del extremo de la pajuela, con un cuter especial llamado corta pajuelas,

siempre evitando agitarla.

c. Se prepar0 la pistola de transferencia de manera semejante a una de
inseminacion artificial, seguidamente se encajo la pajuela que contiene el
embrion seleccionado en el catéter de transferencia y deslizando el mandril de la

pistola por sobre este catéter.

d. Finalmente el catéter se protegié con una sobre funda para evitar contaminarlo,
asi; quedara lista para el deposito del embrién en el cuerno uterino de la

receptora.

e. Mediante el método transrectal se introdujo via vagina hasta el cérvix el catéter

protegido con la sobre funda.

f.  Seguidamente se jalo ligeramente de la camisa sanitaria hasta perforarse para

pasar solo el catéter a la cérvix, cuerpo y cuerno uterino ya sin la funda.

g. Una vez en el cuerno se avanzé el catéter muy cuidadosamente por lo menos
hasta la curvatura mayor, o incluso, si es posible hasta en tercio anterior del

cuerno y se dejé el embrién alli.

EMBRIONES

PRODUCIMOS Y TRANSFERIMOS

Figura 9: Introduccidn de la pistola de transferencia de embrion en el Gtero.
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EMBRIONES

PRODUCIMOS Y TRANSFERIMOS

Figura 10: Cuerno uterino y lugar donde queda depositado el embrion.

3.5.13 Diagnostico de prefiez de vacas receptoras

Con la finalidad de tener seguridad en el diagnostico de prefiez, esta prueba de
comprobacion se realizd mediante el examen ginecolégico por palpacién rectal, a
los 45 dias después de haber transferido el embrién a las vacas receptoras
registrandose los resultados en la libreta de campo.

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

Teniendo en cuenta la “efectividad” en la transferencia de embriones bovinos 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 constituy6d la siguiente escala de

efectividad:

Tabla 14. Niveles de efectividad en la transferencia de embriones bovinos.

Calificacion malo Regular bueno muy bueno

Fuente: International Embryo Transfer Association (IETA) 1ra Ed.
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3.6 Anélisis estadistico
3.6.1 Disefio Experimental

Para el analisis de estimacion de la mejor hora del retiro del CIDR se utiliz6 el
Disefio Completamente al Azar (DCA) con tres tratamientos en estudio (tres

protocolos de sincronizacion del estro). Cada tratamiento con 6 repeticiones.

Yij = variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental

Doénde:

p = media general de la variable de respuesta

ti = efecto del i - ésimo tratamiento (nivel del factor) en la variable

dependiente.
&ij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental

Tabla 15. ANDEVA, Grados de libertad del disefio experimental (DCA) (Ibafiez

2009)
Tiempo de retiro del CIDR t-1 3-1=2
Error experimental (6-1) + (6-1)+(6-1) =15
" Y-
i=1
Total Z -1 (6+6+6) —1=17
i=1
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3.7 Variables de respuesta y observaciones
3.7.1 Variables de respuesta evaluadas
Basicamente se ha considerado las siguientes variables de respuestas:

a. La hora del retiro de dispositivo (CIDR) en el proceso de produccion de

embriones viables a través de la superovulacion en donadoras Brown Swiss PDP.
b. Cantidad y calidad de embriones obtenidos de donadoras Brown Swiss PDP.
c. Porcentaje de prefiez de vacas receptoras transferidas de embriones.

d. Costos de produccion del embrion producido y transferido.
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3.7.2 Observaciones

1. Racidn alimenticia de las vacas donadoras y receptoras.
2. Aplicacion de hormonas de regulacion estral.

3. Estrés ambiental y de manejo en vacas donadoras y receptoras.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Tiempo del retiro de protocolos (CIDR) en el proceso de la superovulacion en vacas

donadoras Brown Swiss PDP

Para la estimacion del mejor tiempo del retiro del dispositivo intravaginal CIDR para
obtener la mejor respuesta de superovulacion y en consecuencia mayor cantidad y calidad
de embriones se planted tres (3) protocolos de superovulacién, en donde en el protocolo
uno el retiro del CIDR es a las 12 horas después de aplicar la primera dosis de la
Prostaglandina, mientras que el segundo protocolo de superovulacién consta del retiro del
CIDR a las 24 horas luego de la primera dosis aplicada de la Prostaglandina y el tercer

protocolo después de las 36 horas de aplicado la primera dosis de la prostaglandina.

Desarrollados los tres protocolos de investigacion, se obtiene los siguientes resultados que
se muestran en la tabla N° 16, las mismas que se desarrolld aplicando el disefio
experimental DCA, con 6 repeticiones en cada protocolo, teniendo en total 18 repeticiones
y con 47 unidades experimentales.

Tabla 16. NUmero de embriones, calidad de embriones y 6vulos.
Protocolos Embriones de | Embriones de Embriones Avulos
Calidad. 1 Calidad. 2 Degenerados

Po=2¢Hrs -#;
12

Total 104 8 30

Los resultados de la tabla 16, muestran claramente gue el protocolo P2, con retiro del CIDR
a las 24 se obtuvo mayor cantidad de embriones viables de calidad 1 frente a los demas 2
protocolos, Seguido por el protocolo P3, con retiro del CIDR a las 36 horas y finalmente el
protocolo P1, con retiro del CIDR a las 12 horas.

El proceso de la investigacidon consta en tener mayor cantidad de foliculos superovulados

para que estas puedan ser fecundadas y dar a nuevos seres Vivos.

Asprom (1992), en un trabajo de superovulacion en vacas aplico la hormona estimulante de
foliculos FSH, que hace que en ambos ovarios desarrollen varios foliculos los cuales
ovularon después que la vaca haya entrado en calor al aplicarle la otra hormona que es la
prostaglandina PG, dos dias después de haber empezado a inyectarle FSH, la misma que
se aplicd cada 12 horas durante 4 dias. Este tratamiento superovulatorio que Aspron (1992)
aplicd es en vacas donadoras que entraron en celo natural 9 dias antes de la aplicacion de la

FHS, tal como muestra en la tabla N° 2 P4g. 41.
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Asi mismo Becaluba (2007), realiza el mismo tratamiento con la diferencia de 1 dia en el
inicio de la aplicacion de FSH, es decir inicia el dia 10 después que la donadora haya
entrado en celo tal como muestra en la tabla N° 3, P4g. 42. La misma que también fue
aplicado en el 2012 y reporta un trabajo realizado en Argentina con el mismo protocolo, y
ademas Palomino (2000), también recomienda realizar la superovulacion con FSH, entre el
dia 9 a 12 después del celo de la vaca donadora.

Los tres autores recomendaron y aplicaron los protocolos de superovulacion calculando
que la vaca donadora alcance el pico maximo de la concentracion de progesterona entre los
dias 8 y 12 (Callejas, 1996), aplicando una sola dosis de PG, en la mafiana del segundo dia
de superovulacion. Los tres autores obtuvieron similares respuestas en la obtencion de

embriones de entre 4 a 5 embriones viables.

En el trabajo de investigacion se realiz6 la superovulacién el dia 4 de la aplicacion del
dispositivo CIDR y el dia 7 en la mafiana aplicamos la primera dosis de PG, donde desde
ese momento de inicia el conteo de las hora para el retiro del CIDR, aplicacion contamos
las horas para el retiro del CIDR, donde en los tres protocolos planteados retiramos a las
12, 24 y 36 horas de aplicado la PG, Y la segunda dosis de prostaglandina aplicamos a las
12 horas luego de la primera dosis.

Aplicando los protocolos planteados en la investigacion solamente el protocolo P1, con el
retiro a los 12 horas del CIDR, tiene una similitud, y la otra cercana similitud con el
Protocolo P3 con el retiro del CIDR a las 36 horas, pero habiendo una diferencia
significativa con el protocolo P2 con retiro del CIDR a las 24 horas asi como se muestra en
la tabla 16.

Tabla 17. Cantidad de embriones viables obtenidos por cada protocolo y vacas donadoras

Repeticion 1 5 5
Donadora 1 Repeticion 2 4 4
Repeticion 1 5 11 7
Donadora 2 Repeticion 2 3 9 5
Repeticion 1 2 5 5
Donadora 3 Repeticion 2 4 7 5

El pico maximo de la concentracion de la progesterona en la vaca de manera natural tiene
una duracion de 3 dias lo que naturalmente no se puede manipular hormonalmente pero que
si en el proceso de investigacion con el dispositivo CIDR que se tuvo de manera artificial,
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alargando asi las horas de mayor concentracion de progesterona, que, si bien es cierto segin
Hafez (1996), indica que las concentraciones elevadas de la progesterona Inhiben el estro y
el pico ovulatorio de LH, interrumpiendo asi el desarrollo de un nuevo foliculo, Agregando
a ello la aplicacion de FSH ocurre la superovulacion y mientras mas tiempo haya la

concentracién de la progesterona habra més foliculos maduros ovulatorios.

Embriones de Calidad. 1
B Embriones de Calidad. 2

Embriones Degenerados

;
m Ovulos

EED

Figura 11: Cantidad de embriones de calidad 1, 2, degenerados y 6vulos obtenidos por
cada protocolo aplicado.

En la figura 11. Presenta las la cantidad de embriones, de calidad 1, calidad 2, embriones
degenerados y ovocitos no fecundados por cada protocolo aplicado, asi por ejemplo, en el
protocolo 1, a las 12 horas de retiro de CIDR, muestra 23 embriones de calidad 1, los que
solo son embriones transferibles y utilizados en el presente trabajo, 1 embrién de calidad 2,
2 embriones degenerados y 5 évulos no fecundados, todos ellos descartados, por otro lado
en el protocolo 2, a las 24 horas del retiro del CIDR, se registra 50 embriones de calidad 1
en total, 4 embriones de calidad 2, 7 embriones degenerados y 10 évulos sin fertilizar, asi
como en el protocolo 3, a las 36 horas del retiro del CIDR, se obtuvieron 31 embriones de
calidad 1, 3 embriones de calidad 2, 3 embriones degenerados y 15 6vulos sin fertilizar. Al
igual que en el primer protocolo, solo se trabajo con embriones de calidad 1, mientras que
los demés se desechd, para el desarrollo de cada protocolo se utiliz6 3 donadoras,
empleados con 2 repeticiones, las mismas vacas donadoras se emplearon en el protocolo 2

y 3 con la misma cantidad de repeticiones.

Es evidente que en los tres protocolos aplicados se tiene una cantidad de évulos no
fecundados, y esto resalta en mayor cantidad en el protocolo P3 (Retiro del CIDR a las 36
horas) con 15 évulos, seguido por el protocolo P2 (retiro del CIDR a las 24 horas) con 10
6vulos y el protocolo P1 (Retiro del CIDR a las 12 horas) con 5 évulos. Pudieron deberse a
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lo que menciona B0 et al. (1998), menciona, y estos factores atribuyen como el nivel
nutricional, especie, edad, anestro lactacional.

Por otro lado pueda deberse a la distribucion de las horas de inseminacion, o el incremento
de una dosis de semen a inseminar ya que se contara con mayor cantidad de 6vulos, esto

amerita seguir un estudio mas para seguir mejorando la cantidad de embriones.

Tabla 18. Respuesta de los protocolos de superovulacion, nimero de embriones obtenidos

y datos transformados
2 2.00000
3 12 hrs. 23 3.8 2 93607
4 1.73205
5 1.41421
6 2.00000
7 3.00000
8 3.00000
9 24 hrs. 50 8.3 3.31662
10 3.00000
11 2.23607
12 2.64575
13 2.23607
14 2.00000
15 36 hrs. 31 5.1 2 64575
16 2.23607
17 2.23607
18 2.23607

Los resultados del presente estudio indican que la mejor respuesta de superovulacion que
se obtuvo frente a los protocolos aplicados fue el protocolo P2 (retiro del CIDR a las 24
horas), teniendo como resultado de 8.3 embriones viables de calidad 1, frente a la segunda
mejor respuesta del protocolo P3 ( Retiro del CIDR a las 36 horas), que se obtuvo de 5.1
embriones viables de calidad 1, m ientras que con el protocolo P1 (Retiro del CIDR a las
12 horas), se obtuvo 3.8 embriones viables.

En un trabajo de investigacion e n Argentina, Becaluba (2012), incluy6 2048 recolecciones
de embriones en donantes bovinas, se obtuvieron un promedio de 5.2 embriones
transferibles por vaca, lo que es inferior a la respuesta que se obtuvo aplicando el protocolo
P2 e igual al protocolo P3, pero si superior al protocolo P1.
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Por otro lado Aspron (1992), menciona que se obtiene de 4 a 5 embriones transferibles por
donadora superovulada. De manera que, después de mucho tiempo el promedio de
coleccion de embriones transferibles o de calidad uno siguié siendo lo mismo, pero que en
comparacion a nuestro trabajo de la aplicacion de los protocolos, el protocolo P2 (retiro del
CIDR a las 24 horas) tiene alta significancia en la eficiencia de la produccion de mayor
cantidad y calidad de embriones transferibles, mas no con los protocolos P1 (Retiro del
CID 12 horas) y P3 (Retiro del CIDR a las 36 horas).

Finalmente los protocolos utilizados para obtener los resultados que menciona Aspron
(1992) y Becaluba (2012), son los mismos planteados por la IETS, sin embargo una
modificacion en el proceso del retiro del CIDR, (Progesterona), incrementa la cantidad de
foliculos reclutados, de manera que si le damos un poco méas de tiempo en el proceso de la
superovulacion habra mas cantidad de foliculos acumulados y reclutados, en consecuencia
se tendra mayor cantidad de dvulos = embriones, lo que fue la hipétesis del trabajo, sin
embargo, en un protocolo donde se retira el CIDR a 36 horas baja la cantidad de embriones

pero al mismo tiempo incremento la cantidad de évulos no fecundados.

El obtener la mayor cantidad de embriones con uno de los protocolo definitivamente se
hard mucho mas rentable y eficiente la aplicacién de la tecnologia de la produccion y
transferencia de embriones en vivo, de manera que esta investigacion en cuanto a los

resultados se tenga que plasmar en un trabajo de masificacion.

4.1.1 Prueba de comparacion multiple Duncan (Pr < 0.05) para estimar la mejor
hora de retiro de CIDR y mayor cantidad de embriones

Con la prueba de significancia de Duncan (Pr < 0.05) se determiné que el protocolo
P2 (24 horas retirado CIDR) tuvo el mejor resultado en la superovulacion y cuya
eficiencia se representa en un mayor nimero de embriones con un promedio de 2.86
embriones estos son respuestas con datos transformados raiz cuadrada de x seguido
por el protocolo P3 ( a las 36 horas de retiro del CIDR), con un promedio de 2.26
embriones existiendo diferencias significativas estadisticas entre estos protocolos ,
al final tenemos al protocolo P1 (alas 12 horas de retiro del CIDR) con un promedio
de 1.93 embriones
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Tabla 19. Anélisis de varianza para estimar la mejor hora de retiro del dispositivo
CIDR

Protocolos 2 2.66916035 1.33458017 14.07 (**)
Error exp. 15 1.42292733 0.09486182
C.V.= 13.07320% Foos (2.15)=3.68
Fo_01 (215):636

Tabla 20. Prueba de Duncan al 95% para estimar la mejor hora de retiro de CIDR
aplicando los tres protocolos

P3 —24 hrs. 6 2.8664 A
P3 —-36 hrs. 6 2.2650
P1-16 hrs. 6 1.9364

Palomino (2000), menciona que las hembras nacen con una gran reserva de foliculos
primarios que encierran los oocitos, a partir de la pubertad los foliculos van a dejar el
estado de reserva para comenzar a crecer de forma diferente, llegando algunos a su
culminacién y la mayor parte degenerando. Estas mismas se manifiestan a través de
ondas foliculares asi como describe B6 et al. (1998), una onda folicular involucra el
desarrollo sincrénico de un grupo de foliculos, caracterizada por el desarrollo de un
gran foliculo dominante, el cual es anovulatorio si ocurre durante la fase luteal y
ovulatorio si ocurre en la fase folicular; y varios foliculos que invariablemente se

atresian.

Asi como estos ocurre de manera natural en la vaca, en el proceso del trabajo de
investiga cion se modificd estas ondas foliculares con mayor cantidad de FSH y
mayor tiempo de permanencia de la Progesterona - CIDR (B6 et al., 1998), la
funcién especifica de la FSH y LH es estimular el crecimiento de los foliculos,
donde en una etapa ocurre el reclutamiento y seleccién natural de una determinada
cantidad de foliculo (1 y 2).

Para el proceso de la superovulacion durante la ejecucion del trabajo de investigacion se
aplico dos dosis de PGF2a y estas puedan cumplir con la ruptura de la mayor cantidad
de los foliculos superovulados, Palomino (2000), menciona que, el aumento de los
niveles de PGF2a, posteriormente las contracciones ovaricas provocadas por la
PGF2a producen la ruptura del foliculo, el cual se contrae por la misma PGF2a e
impulsa el ovocito. Después de la descarga preovulatoria, no se detectan pulsos de
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LH durante 6-12 horas, 10 que refleja el agotamiento del contenido hipofisiario de

esta hormona.
4.2 Porcentaje de prefiez en receptoras de embriones transferidas a tiempo fijo

Se ha desarrollado el mismo protocolo de sincronizacién para inseminacion a tiempo fijo,
asi como se muestra en la tabla 21. Las receptoras de embriones mostraron en su totalidad

los signos de estro o celo.

Luego de 7 dias de que las vacas receptoras hayan entrado en celo, se revisé a través de la
palpacion rectal los ovarios de las receptoras, en los cuales se evalué el nivel del cuerpo
luteo, seleccionando solo las receptoras que tuvieron respuestas de cuerpos lteos de grado
1y 2, descartando las receptoras que presentaban cuerpos liteos menos desarrollados y con

presencia de foliculos.

A los 14 dias de haber transferidos los embriones a las receptoras, se registraron las vacas
receptoras que mostraron celo y las receptoras que no mostraron, para luego a los 35 dias
de transferido el embridn mediante la palpacion rectal se revisé la gestacién de las mismas,
certificando asi en 15 a 20 dias mas la prefies de las receptoras. De manera que los

resultados fueron de la siguiente manera.

Tabla 21. Porcentaje de prefiez de vacas receptoras transferidas de embriones.

P1=12hrs. 17 11 64.71
P2 =24 hrs. 19 12 63.16
P3 =36 hrs. 11 7 63.64

Total 47 30 63.83

Tal como se muestra en la figura 12, la cantidad de vacas receptoras que se transfirieron
con embriones y la cantidad de vacas gestantes, no se incluye vacas con abortos a los 60
dias ni las receptoras que tuvieron muertes embrionarias que fueron minimas. En total 47
vacas receptoras transferidas con embridn congelado, de las cuales 30 vacas receptoras
prefiadas certificadas, lo que repercute en el porcentaje de prefiez de 63.83%.
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Vacas Vacas Prefiez %
Transferidas Prenadas

Figura 12: Porcentaje de prefiez de vacas receptoras transferidas de embriones.

En promedio se obtuvo el 63.83% de gestacion, Asprém (1992), obtuvo el 50% de
gestacion con embriones frescos y congelados, mientras que Becaluba (2012), de 254 vacas
transferidas registra 48.4% de prefiez, por otro lado, De Luca et al. (2006), de 111 vacas
transferidas obtuvo el 50.45% de gestacion.

4.3 Costo de produccidn y de transferencia de embriones por protocolo

Bajo las condiciones del presente estudio, se obtuvieron los resultados siguientes de los
costos de produccién y de transferencia de embriones por cada protocolo en Puno, en
funcidn a los parametros evaluados. Los costos variables y los costos fijos, asi como los
costos totales protocolo se precisan en la tabla 22, detallados por rubros en soles y ddlares

americanos y su constitucion en términos porcentuales.
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Tabla 22. Costos de produccion de embriones transferibles por protocolo

COSTO POR PROTOCOLD (P)

MATERIALES, MEDIDS Y EOLIPOS PI (Refira del IR 12 hrs) | P2 (Retira del CIORa 24 hrs) | P3 (Retira del CIOR a 36 hrs)

S/. S % S/. S % S/. S %

1. Costos variables 1122750 | 334152 | 88.08| 1.482.30| 341735 | 88.31| 1.32410| 337027| 8817
a. Materiales de laboratorio 166400 | 49524 1305 192780 s737s| 483] 178960| s26E7| 13m
Manguera cdlectora + fira gom| 20| s8] mom| 2| 48] mom| zom|  ewm
Ty ———y mso0| 46| 22| awm| was] 2e2| awrom|  mse|  iss
Jeringas de 20 ml is20] 23] om|  wson|  mos] om|  wsw|  mos]  om
Placa peti cuadrade izon| w333 ose|  wzoo|  mm| oss|  wm| mm|
Jerings de 10 wa| wm| o] wa| zwm] on| wa| zm| o ww
Acrodiscas milpore gon|  osm0| oes|  mon|  mm| oes| s mm| o
Ploca pretr redonds o]  ®7s| 048] e wrs| 048] mw|  mis| 04
Tapon de pejeles conaceptacr de /4a1/2 | anon| 893 o24|  esoo| @] om]  sm| s o
Pejlls 1/ ~gama irvadiate o] 7| om|  ssom|  wm] om|  sm|  wm| 0w
Punta de Micropipetas Agias 21 - 1*1/2 ol  am| om|  wwm|  ws| o] swo 13| o3
Carisa Sanitaria 4] s%| om| s em| o] wma]  wmw|  ws
Buartes abstétrico (00 caf) e 8%| om| 4] s%| o8| ma]  wmw| o
Jeringes de 05 ml no|  em| we| o[ ess| o] mo]  esm| om
Agies 77 - /2 ise0|  4g4| o] meo|  am| o] meo|  am|  ow
Pipetas de plésticn I T R T T R
Pajuelas 1/2 pkt 5 gso| s3] oos|  wa| 4] o 90 |
Funda de Inseminecion am| 28] gon| 28] om|  sm| m| ww

b. Medios harmanales 565400 | 168274 | 4435 565400| 168274 | 4348 5.65400| 168274 | 4402
Foltropin FSH 20l 480000 142857 65| 4soooo] raves7| mw| smmm| smwm| @y
CIR pi/10 soon|  i393] 3s3|  ssnoo| i3] s4s] ssomo|  imss| 3
Lutalise U 30 wim|  wa| 23] | weo| 2| mmm] @] om
T swon| mw| o7  wmw| mw| o] wmw| mw| o
Benzosto de estradl (Ol woo|  an| o] wo| ] o] wm w7 o
¢. Medios de laboratoria 390950 146354 | 3067| 390050( 116086 | 30.00| 380050( 1iE08E| 3037
Pjuelas con semen congelada 144000 42857 1.30| 144000| 42857 NO7| 144000| 42857 1121
Complete fush 4| 4sg0| nz| rswmo| ase]| woo| issnoo| sse|
Media de manteririenta s wooo| ze]|  som| wwe| 2w mowm| wwe] 2w
Medio de congelcicn de embricn wsoo|  a3is] 4] o] mm| s ww| nm| ow
Nitrdgero Ligido swon| 5| 07| sow| mwm| o] ww| mwm| o
Selerio inyecteble 250l smon|  2873] om|  sooo|  oe7s] oes|  wmm| ess] 0w
Oxitetracicina 250 ggon| 6| os|  sson|  oem| oes| mm|  sem] o
Fosfora iny ectable 250! gon|  oss0| om|  msoo|  ssm| oes|  wmm|  mm;] 0w
Alcohal 70° woo|  won| om|  mw|  won| om] wmw|  on] om
Yoo o]  won| om|  mw|  won| om] wmw|  won] om
Algodn ol am| om|  mw|  es| om| mmw]  ww| o
\idocaina d 2% Fasca/20 i oo sm| om|  wmo|  sew| ozs| smw]  swm] oz
Vitamina ade S0mi | 8| ow|  mw| 8w ww| mw| sm| w
Bel Lbricarte na| sl e wam| ew| | wwm] sw] s
Papel toall oo an| o] wo| e o] wm w7 o
2. Costos fijos 152000 | 45238| 82| 152000| 45238| 69| 152000| 45238| 83
a. Servici persorel especidizado en ransrencia | 80000|  23800| 628] sonoo| 2| 65| soooo|  omi| 63
b. Alquler de equipos de ebortorin goooo| mew| 4n| som| wmew| 4| swm| mewm|  sm
c. Transporte de equipn de transerencia 120.00 3571 094 120.00 3|7 092 120.00 3571 093
1+2=COSTOTOTAL(S/.) | 1274750 | 378390 | 100.00 | 13,002.30 | 3869.73 | 100.00 | 12.84410 | 382265 | 10000
99

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO £ Nacional del
Altiplano

4.3.1 Costo de produccion de embriones
4.3.1.1. Costos variables

Los costos variables (Tabla 23) de los protocolos evaluados (Protocolo: P1,
Protocolo 2: P2 y Protocolo 3: P3) para transferencia de embriones en vacunos del
CIP Illpa UNA Puno, representan el 88.08, 88.31 y 88.17% de manera respectiva. En
orden de importancia los costos variables de medios hormonales representan el
44.35. 43.48 y 44.02%, seguidos de los costos variables de medios de laboratorio
gue constituyen 30.67, 30.00 y 30.37%, siendo los costos variables de materiales de
laboratorio 13.05, 14.03 y 13.78%, respectivamente.

Tabla 23. Costos variables de produccion de embriones viables por  protocolo

COSTO VARIABLE POR PROTOCOLA (P)
FUENTE DE COSTOS VARIABLES P! (Retiro del CIDR alas | P2 (Retiro del CIDR alas | P3 (Retiro del CIDR a las
12 hrs) 24 hrs) 36 hrs)
Costo variable por unidad animal y por embrin S/. S S/. S S/. S
Nirmero de donadoras sometidas a superovulacidn 3.00 3.00 3.00
Nirmerao total de lavados realizados 6.00 6.00 6.00
Nirmero total de embriones viables logrados 23.00 a0.00 31.00
Nirrero total de receptoras 17.00 19.00 11.00
Nirmero promedio de embriones por lavado 3.83 833 all
Costo total por vacas superovuladss y colectadas 11,227.50 3,341.02 1,482.30 3.47.30 11,324.10 3.310.27
Costo por vaca superovulada y colectada 1.871.25 5a6.92 181372 569.96 1.887.35 6171
[osto de produccion por embrion 48815 145.28 272863 f8.3 365.29 108.72
Costo por embrin més 80% de fracaso 732.23 217.93 344.47 102.52 04794 163.08

Segun el analisis de los costos variables en promedio de los tres protocolos,
demuestra que en los costos de medios hormonales el mayor porcentaje esta
representado por la hormona Folltropin FSH de 20ml, seguidos de CIDR pkt/10 y
Lutalise LH de 30ml, los mismos que constituyen el 37.31, 3.50 y 2.29%,
respectivamente. Dentro de los costos variables de medios de laboratorio, los
principales costos estan constituidos por pajuelas con semen congelado (11.19%),
Complete Plush (11.12%) y medio de mantenimiento (2.74%); mientras que, los
principales costos de materiales de laboratorio estdn compuestos por manguera
colectora mas filtro y pajillas ¥ - gama irradiate DT con 6.53 y 1.85%, de manera

respectiva.

El costo variable por unidad animal y por embrion transferible obtenido es de $
145.28 (S/. 488.15) para el P1; $ 68.35 (S/. 229.65) y $ 108.72 (S/. 365.29) para los
P2 y P3 respectivamente, asumiendo que los embriones transferidos tuvieran una
tasa de gestacion del 100%. Estos valores ascendieron a $ 217.93 (S/. 732.23); $
102.52 (S/. 344.47) y $ 163.08 (S/. 547.94) para los protocolos P1, P2 y P3

correspondientemente, cuando se incluyé el costo de la ineficiencia del 50% de
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embriones transferidos que no llegan a prefiar (Tabla 23).

Estos costos (145.28, 68.35 y 108.72 ddlares por embrion transferible) son
superiores a los reportados por Escobar (2012) en Caldas — Antioquia; Bolivar et al.
(2008), asi como de Bolivar y Maldonado (2008) en Colombia, quienes asignan
valores de USA $ 102.0, 72.7 y 63.40 a los costos variables; del mismo modo,
son altamente superiores a los reportes de Pereyra (2014), quien reporta valores de
costos variables por embrion transferible de $ 48.39 para el P1; $ 4637 y $
29,07 para los P2 y P3 respectivamente. La variacion de costos puede deberse al
valor de las hormonas y al tipo de cambio de los dolares americanos entre
paises.

4.3.1.2. Costos fijos

En la tabla 24, se muestran los costos fijos de produccién de los tres protocolos
en estudio para transferencia de embriones en vacunos del CIP Illpa — UNA Puno,
el cual se obtuvo de los valores de servicio de personal especializado en
transferencia de embriones (6.28, 6.15 y 6.23%), alquiler de equipos de laboratorio
(4.71, 4.61 y 4.67%) y transporte de equipo de transferencia (0.94, 0.92 y 0.93%),
respectivamente. La sumatoria de estos costos dio valores de USA $ 452.38
para los tres protocolos, los mismos que representan el 11.92, 11.69 y 11.83% para
los protocolos P1, P2 y P3 de manera respectiva.

Tabla 24. Costos fijos de produccién de embriones viables por protocolo

COSTO AJO POR PROTOCOLO (P)
RUENTE DE COSTOS AJOS Pl (Retiro del CIDR alas | P2 (Retirodel CIDRalas | P3 (Retiro del CIDR a las
Costo fijo por unidad animal y por embridn S/ B S/ B S/ S
Nimera de donadoras sometidas a superovulacin 3.00 3.00 3.00
Nimero total de lavados realizados 6.00 6.00 6.00
Nimero total de embriones viables logrados 23.00 a0.00 31.00
Nimero total de receptoras 17.00 19.00 11.00
Nimero promedio de embriones por lavado 3.83 8.33 all
Costo total por vacas superovuladas y colectadas .520.00 432.38 1.520.00 432.38 1.520.00 437.38
Costo por vaca superovulada y colectada 733.33 Ta.4l 733.33 Ta.4l 733.33 Ta.4l
Costo de produceion por embridn B6.09 19.67 3040 .05 4903 14.59
Costo por embridn més a0% de fracaso 99.13 29.50 4a B0 13.07 73.08 21.89

Los costos fijos de produccién por embrion transferible obtenidos fueron para el
Protocolo 1: $ 19.67 (S/. 66.09), $ 9.05 (S/. 30.40) y $ 14.59 (S/. 49.03) para los P2
y P3 respectivamente, asumiendo que los embriones transferidos tuvieran una tasa de
gestacion del 100%. Estos resultados pueden variar a $ 29.50 (S/. 99.13) para
P1; $ 1357 (S/. 45.60) para P2 y $ 21.89 (S/. 73.55) para P3, cuando se
incluy6 el costo de la ineficiencia del 50% de embriones transferidos que no llegan
a prefar (Tabla 7).
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Los valores encontrados son inferiores a los mencionados por Escobar (2012) en
Caldas — Antioquia, Bolivar et al. (2008), asi como de Bolivar y Maldonado (2008)
en Colombia, quienes reportaron costos fijos de $ 138.3, 83.8 y 51.7 para los
protocolos 1, 2y 3, respectivamente en transferencia de embriones; asimismo, son
inferiores a los reportes de Pereyra (2014), quien encontr6 valores de USA $
110.70, 103.80 y 67.71 para P1, P2 y P3 respectivamente, costos que aumentan si
estos no son transferidos en fresco. Estos resultados se deben posiblemente al tipo
de cambio de la moneda extranjera y las variaciones en el mercado de los equipos,

instrumentos e insumos de laboratorio.
4.3.1.3. Costos totales

Los costos totales de produccion (costos variables y costos fijos) por protocolo, se
detallan en el Cuadro 25, donde se sefiala que los costos variables representan un
88.08, 88.31 y 88.17% para los protocolos P1, P2 y P3 respectivamente, con un
promedio global de 88.18%; mientras, que los costos fijos constituyen un 11.82% en
promedio, siendo de 11.92, 11.69 y 11.83% para los protocolos P1, P2 y P3

respectivamente.

Tabla 25. Costos totales de produccion de embriones viables por protocolo

COSTO TOTAL POR PROTOCOLD (P)
FUBNTE DECOSTOS TOTALES Pl (Retiro del CIDR alas | P2 (Retiro del CIDR alas | P3 (Retiro del CIDR alas
Costo tofal por unidad animal y por embridn A S S/. S S/ S
Nimero de donadoras sometidas a superavulacian 3.00 3.00 300
Nimero total de lavados realizados 6.00 6.00 6.00
Nimero total de embriones viables Iogrados 23.00 a0.00 31.00
Nimero total de receptoras [7.00 19.00 11.00
Nimero promedia de embriones por lavadn 3.83 8.33 all
Costo total por vacas superovuladas y colectadas 12.747.50 379380[ 1300230 3.869.73 12.844.10 3.822.65
Costo por vaca superovulada y colectada 212458 632.32 2.167.05 b44.96 214068 B37.1
Costo de produccion por embrian au4.24 164.90 26005 71.39 414.33 123.31
Costo por embridn més al% de fracaso 831.36 247 43 390.07 |I6.09 621.43 184.97

En la tabla 25, se muestra los costos totales empleados en el desarrollo de todo el
protocolo en las tres vacas donadoras, cada una con 2 repeticiones, lo que significa
gue se ha desarrollado 6 superovulaciones en total y cada uno de los trabajos en
promedio bordea alrededor de los S/. 2,200.00, cuyo monto dividido por la cantidad
de embriones totales transferibles obtenidos, arroja el costo total por embrién y por

protocolo desarrollado.

Estos costos totales de produccién por embridn transferible obtenidos fueron para el
Protocolo 1: $ 164.95 (S/. 554.24), $ 77.39 (S/. 260.05) y $ 123.31 (S/. 414. 33)
para los P2 y P3 respectivamente, asumiendo que los embriones transferidos tuvieran

una tasa de gestacion del 100%. Estos valores ascendieron a $ 247.43 (S/.
102

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO £ Nacional del

831.36); $116.09 (S/.390.07)y $ 184.97 (S/. 621.49) para los protocolos P1, P2
y P3 correspondientemente, cuando se incluyd el costo de la ineficiencia del
50% de embriones transferidos que no llegan a prefiar (Tabla 7). Estos valores son
superiores a los reportados por Boli var et al. (2008); Escobar (2012) en Caldas —
Antioquia; y Pereyra (2014).

La variacion del costo de producciéon de embriones, se debe a muchos factores,
principalmente a la disponibilidad de materiales e insumos que pudieran existir en
nuestro pais, ya que la mayoria de los insumos, materiales y equipos son importados,
otro de los factores son el tipo de cambio de la moneda internacional, como en este
estudio el tipo de cambio considerado es de S/. 3.36 por $ 1.00. También se debe
fundamentalmente a la cantidad de embriones obtenidos por protocolo.

Se observa que al igual que en la transferencia de embriones en ovinos, en vacunos
los factores que afectan los costos de produccion de embriones son la cantidad de
receptoras que deben estar disponibles el dia de la transferencia, ademas de los
resultados técnicos en términos de cantidad de embriones transferibles por lavado y
los porcentajes de gestacion de los embriones transferidos, las tasas de aborto y las
pérdidas perinatales por distocia.

Entre los mayores costos para el productor estd el mantenimiento de las receptoras
hasta que se logre la gestacion, ya sea por los cuidados sanitarios y de manejo que
estas reciben, tal como lo corrobora Leoney et al. (2006), quien indica que el mayor
costo econémico de la transferencia de embriones esta representado en la necesidad
de mantener las hembras receptoras, debido a los costos de la alimentacidn, la

sincronizacion y la transferencia no exitosa.

Los resultados obtenidos sugieren que hay diferencias importantes en la
manipulacién hormonal de las donadoras con los tres protocolos evaluados, debido
a que la sincronizacion de la receptora en el P2 parece requerir mas
manipulaciéon y con mejores resultados. El hecho de que el P2 present6 los menores
costos de produccidon por embridn transferible producido es debido a su mayor
obtencion de embriones por lavado, este resultado quizds motive aln mas a los

ganaderos y empresarios a su utilizacion.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio y por los diferentes autores
sobre los costos de produccién de transferencia de embriones, pareciera ser muy
costosa en comparacion a la inseminacion artificial, ya que se tiene menor porcentaje

de prefiez efectiva, menor cantidad de embriones viables y pocos profesionales
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calificados, por lo que en nuestro pais y otros con bajos recursos econémicos ain no
se desarrolla dicha tecnologia; no obstante, el beneficio econémico es mayor, ya que
el avance acelerado en el proceso de la biotecnologias reproductivas genera un
aumento significativo de la productividad lechera y carnica en ganado vacuno y se
acorta sobre todo el tiempo de la mejora genética (9 meses) a comparacion de otras
tecnologias reproductivas asi como la inseminacion artificial (m&s 10 afios),

generando mayores ingresos econémicos al productor en muy corto tiempo.
4.3.2 Costo de transferencia de embriones

El resultado del costo de transferencia de embriones a una va ca receptora se muestra
en la tabla 26. Este resultado, también puede ser variable segtn el tipo de cambio del
dolar asi como la disponibilidad de materiales e insumos necesarios para transferir

embriones.

Tabla 26. Costo general de transferencia de un embrién a una receptora

Materiales e insumos para Global 1 36.50 36.50

transferencia de embrién

Alquiler de equipos Global 1 10.00 10.00
Servicio especialista Global 1 50.00 50.00
Total 96.50

En la tabla 27, se muestra el costo total de transferencia de un embrién a una vaca
receptora, que en suma asciende a S/. 96.50, distribuidos en materiales e insumos
empleados para transferencia de embriones (S/. 36.50); del mismo modo, incluye el
costo del alquiler de los equipos (S/. 10.00) y ademas el costo del servicio del
especialista transferensista (S/. 50.00). Este ultimo puede ser variable segun el caso y
0 técnico que desarrolle el trabajo; sin embargo, para efectos del presente estudio se

ha costeado un costo minimo promedio existente en el mercado.

Tabla 27 . Costo detallado de transferencia de un embridn a una receptora.

RUBROS | um. | cantidad | Costo | SubTotal Total

Materiales e Insumos para transferencia de embrion 36.50

Funda de transferencia Unidad 1 16.80 16.80

Papel Toalla Unidad 1 1.00 1.00

Algodon Kilos 0.1 22.00 220

Jeringa 10ml Unidad 1 2.20 2.20

Lidocaina 20ml Frasco 0.5 15.00 7.50

Alcohol Litros 0.2 9.00 1.80

Camisa Sanitaria Unidad 1 1.20 1.20

Yodo Litros 0.05 36.00 1.80

Guantes Obtetricos Unidad 2 1.00 2.00

Alquiler de Equipos Global 1 10.00 10.00 10.00

Servicio Especialista Global 1 50.00 50.00 50.00
TOTAL 96.50
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Segun el anélisis de los costos de materiales e insumos para trasferencia de embrion
a las vacas receptoras, los costos de mayor importancia estas constituidos por funda
de transparencia (S/. 16.80), lidocaina al 2% (S/. 7.50), algodon y jeringa de 10 ml
(ambos con un costo de S/. 2.20) y guantes obstétricos (S/. 2.00). Los demés
materiales e insumos para transferencia de embriones, representan un menor

porcentaje y poco significativo en términos econdémicos.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se llega a las siguientes conclusiones:

a. El protocolo P2, con 24 horas de retiro del CIDR luego de la primera dosis de aplicacion de
la prostaglandina, tuvo la mejor respuesta en el proceso superovulatorio con 8.33
embriones viables y transferibles en promedio, seguida del protocolo P3 de 36 horas de
retiro de CIDR con 5.17 embriones viables y finalmente el protocolo P1 de 12 horas de
retiro del CIDR con 3.83 embriones transferibles.

b. EIl porcentaje de prefiez obtenido en promedio es de 63.83%, siendo la tasa de prefiez
64.71, 63.16 y 63.64% para los protocolos P1, P2 y P3 con retiro del CIDR a las 12, 24 y
36 horas, respectivamente.

c. Los costos totales de produccion del embrién obtenido con la aplicacion de los diferentes
protocolos estan en directamente relacionados con la cantidad de embriones viables de la
calidad uno, siendo estas de S/. 554.24 ($ 164.95), S/. 260.05 ($77.39) y S/. 414.33 ($
123.31) por embrion, para los protocolos P1, P2 y P3 con retiro del CIDR a las 12, 24 y 36

horas, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

En base a las conclusiones arribadas, se recomienda lo siguiente:

a. Utilizar el protocolo dos (2), donde contempla y la variante es el retiro del CIDR a las 24
horas luego de la aplicacion de la prostaglandina, ya que se obtendrd mayores cantidades
embriones viables de la calidad uno.

b. En el proceso de la transferencia de embriones, se recomienda emplear el protocolo
planteado en el trabajo que es el protocolo de sincronizacion de estro para la transferencia
de embriones a tiempo fijo TETF, ademas el costo del mismo es minimo y tienen a ser mas

eficiente en cuanto a las vacas prefiadas por transferencia de embriones.

c. Por otro lado el costo de produccion de embridn es mas econémico cuando existe mayor
cantidad de embriones producidos por la vaca donadora, es por ello que se hace énfasis en

la aplicacién del protocolo que mayor cantidad de embriones con que se produjo.

d. Finalmente, la tecnologia de la transferencia de embriones viene desarrollandose cada afio
con mas resalte en su técnica, los ganaderos pueden tener acceso a esta tecnologia a costos
mas econémicos de manera que pueda ser mas rentable desarrollar esta tecnologia en sus
hatos ganaderos. No es una herramienta de mejoramiento genético pero si una herramienta
gue puede ayudarnos a masificar la genética que se ha desarrollado durante muchos afios,

acortando tiempo y l6gicamente la inversién que este puede tener.
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ANEXOS

Anexo 1. Panel fotogréfico

Foto 1. Vacas receptoras de embriones en el CIP Illpa UNAP

Foto 2. Registro de vacas receptoras de embriones en el CIP Illpa UNAP
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Foto 3. Vaca donadora de embrién (Camelia) - CIP lllpa UNAP

Foto 4. Vaca donadora de embrion (Tornina)
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Foto 5. Diagnostico de vaca receptora de embriones

Foto 6. Revision de estro en vacas receptoras de embriones
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Foto 8. Medios hormonales para la sincronizacion de estro
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Foto 10. Evaluacién ovarica a donadora de embrion.
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Foto 11. Preparacion de donadora para inseminacion artificial.

Foto 12. Busqueda de embriones en laboratorio
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Foto 13. Clasificacion de embriones

Foto 14. Congelacion de embriones
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Foto 15. Proceso de transferencia de embrion

Foto 16. Embriones viables y transferibles
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Foto 17. Proceso de transferencia de embrion

Foto 18. Equipo técnico que trabajé en el proceso de investigacion.
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Anexo 2. Costos de produccion de embriones del protocolo P1 (12 horas)

Materiales medios y equipos um Cantidad Ui?ts::o Sub Total| TotalS/ Total $ %
Costos Variables 88,08
Materiales de laboratorio 1.664,00 495,24 13,05

Manguera colectora + filtro Unidad 6 140,00 840,00 250,00 6,59
Pajillas 1/4 - gama irradiate DT Unidad 25 6,20 155,00 46,13 1,22
Jeringas de 20 ml Unidad 48 2,40 115,20 34,29 0,90
Placa petri cuadrada Unidad 8 14,00 112,00 33,33 0,88
Jeringas de 10 ml Unidad 42 2,20 92,40 27,50 0,72
Acrodiscos milipore Unidad 6 14,00 84,00 25,00 0,66
Placa pretri redonda Unidad 14 4,50 63,00 18,75 0,49
Tapén de pajuelas con adaptador de 1/4 a 1/2 Unidad 25 1,20 30,00 8,93 0,24
Pajillas 1/4 -gama irradiate Unidad 5 4,80 24,00 7,14 0,19
Punta de Micropipetas Agujas 21 - 1*1/2 Unidad 66 0,50 33,00 9,82 0,26
Camisa Sanitaria Unidad 26 0,90 23,40 6,96 0,18
Guantes obstétrico (100/caja) Unidad 36 0,65 23,40 6,96 0,18
Jeringas de 05 ml Unidad 66 0,35 23,10 6,88 0,18
Aguijas 22 - 1*1/2 Unidad 78 0,20 15,60 4,64 0,12
Pipetas de plastico Unidad 12 1,20 14,40 4,29 0,11
Pajuelas 1/2 pkt 5 Unidad 25 0,26 6,50 1,93 0,05
Funda de Inseminacion Unidad 18 0,50 9,00 2,68 0,07
Medios Hormonales 5.654,00 1.682,74 44,35
Folltropin FSH 20ml Frasco 6 800,00 4.800,00 1.428,57 37,65
CIDR pkt/10 Unidad 6 75,00 450,00 133,93 3,53
Lutalise LH 30ml Frasco 3 98,00 294,00 87,50 2,31
Hormona GnRH 10ml Frasco 2 48,00 96,00 28,57 0,75
Benzoato de estradiol 10ml Frasco 1 14,00 14,00 4,17 0,11
Medios de laboratorio 3.909,50 1.163,54 30,67
Pajuelas con semen congelado Unidad 18 80,00 1.440,00 428,57 11,30
Complete flush Bolsa 13 110,00 1.430,00 425,60 11,22
Medio de mantenimiento Sachet 3 112,00 336,00 100,00 2,64
Medio de congelacion de embrion Sachet 1 145,00 145,00 43,15 1,14
Nitrégeno Liquido Kilo 6 16,00 96,00 28,57 0,75
Selenio inyectable 250ml Frasco 1 90,00 90,00 26,79 0,71
Oxitetraciclina 250 Frasco 1 88,00 88,00 26,19 0,69
Fosforo inyectable 250ml Frasco 1 85,00 85,00 25,30 0,67
Alcohol 70° Litro 4 9,00 36,00 10,71 0,28
Yodo Litro 1 36,00 36,00 10,71 0,28
Algodén Kilo 1,5 22,00 33,00 9,82 0,26
Lidocaina 2% frasco/20 ml Frasco 2 15,00 30,00 8,93 0,24
Vitamina ade 50ml Frasco 1 28,00 28,00 8,33 0,22
Gel lubricante Litro 0,5 45,00 22,50 6,70 0,18
Papel toalla Unidad 14 1,00 14,00 4,17 0,11
Costos Fijos 11,92
a. Servicio personal especializado en tranferencia Global 1 800,00 800,00 800,00 238,10 6,28
b. Alquiler de equipos de laboratorio Global 1 600,00 600,00 600,00 178,57 4,71
c. Transporte de equipo de transferencia Global 1 120,00 120,00 120,00 35,71 0,94
Total costo en el Primer Protocolo 12.747,50 3.793,90( 100,00
Costo de Produccion por embrion/Primer Protocolo 554,24
En Dolares Americanos 3.36 164,95
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Anexo 3. Costo de produccion de embriones del protocolo P2 (24 horas)

Materiales medios y equipos um Cantidad C?St? Sub Total| Total S/ Total $ %
Unitario
Costos Variables 88,31
Materiales de laboratorio 1.927,80 573,75 14,83
Manguera colectora + filtro Unidad 6 140,00 840,00 250,00 6,59
Pajillas 1/4 - gama irradiate DT Unidad 55 6,20 341,00 101,49 2,68
Jeringas de 20 ml Unidad 48 2,40 115,20 34,29 0,90
Placa petri cuadrada Unidad 8 14,00 112,00 33,33 0,88
Jeringas de 10 ml Unidad 42 2,20 92,40 27,50 0,72
Acrodiscos milipore Unidad 6 14,00 84,00 25,00 0,66
Placa petri redonda Unidad 14 4,50 63,00 18,75 0,49
Tap6n de pajuelas con adaptador de 1/4 a 1/2 Unidad 55 1,20 66,00 19,64 0,52
Pajillas 1/4 -gama irradiate Unidad 10 4,80 48,00 14,29 0,38
Punta de Micropipetas Agujas 21 - 1*1/2 Unidad 86 0,50 43,00 12,80 0,34
Camisa Sanitaria Unidad 26 0,90 23,40 6,96 0,18
Guantes obstétrico (100/caja) Unidad 36 0,65 23,40 6,96 0,18
Jeringas de 05 ml Unidad 66 0,35 23,10 6,88 0,18
Agujas 22 - 1*1/2 Unidad 78 0,20 15,60 4,64 0,12
Pipetas de plastico Unidad 12 1,20 14,40 4,29 0,11
Pajuelas 1/2 pkt 5 Unidad 55 0,26 14,30 4,26 0,11
Funda de Inseminacion Unidad 18 0,50 9,00 2,68 0,07
Medios Hormonales 5.654,00 1.682,74 43,48
Folltropin FSH 20ml Frasco 6 800,00 4.800,00 1.428,57 37,65
CIDR pkt/10 Unidad 6 75,00 450,00 133,93 3,53
Lutalise LH 30ml Frasco 3 98,00 294,00 87,50 2,31
Hormona GnRH 10ml Frasco 2 48,00 96,00 28,57 0,75
Benzoato de estradiol 10ml Frasco 1 14,00 14,00 4,17 0,11
Medios de laboratorio 3.900,50 1.160,86 30,00
Pajuelas con semen congelado Unidad 18 80,00 1.440,00 428,57 11,30
Complete flush Bolsa 13 110,00 1.430,00 425,60 11,22
Medio de mantenimiento Sachet 3] 120,00 360,00 107,14, 2,82
Medio de congelacion de embrion Sachet 1 112,00 112,00 33,33 0,88
Nitrégeno Liquido Kilo 6 16,00 96,00 28,57 0,75
Selenio inyectable 250ml Frasco 1 90,00 90,00 26,79 0,71
Oxitetraciclina 250 Frasco 1 88,00 88,00 26,19 0,69
Fosforo inyectable 250ml Frasco 1 85,00 85,00 25,30 0,67
Alcohol 70° Litro 4 9,00 36,00 10,71 0,28
Yodo Litro 1] 36,00 36,00 10,71 0,28
Algodén Kilo 1,5 22,00 33,00 9,82 0,26
Lidocaina 2% frasco/20 ml Frasco 2 15,00 30,00 8,93 0,24
Vitamina ADE 50ml Frasco 1] 28,00 28,00 8,33 0,22
Gel lubricante Litro 0,5 45,00 22,50 6,70 0,18
Papel toalla Unidad 14 1,00 14,00 4,17 0,11
Costos Fijos 11,69
a. Servicio personal especializado en tranferencia Global 1 800,00 800,00 800,00 238,10 6,15
b. Alquiler de equipos de laboratorio Global 1 600,00 600,00 600,00 178,57 4,61
c. Transporte de equipo de transferencia Global 1 120,00 120,00 120,00 35,71 0,92
Total costo en el Primer Protocolo 13.002,30 3.869,73| 100,00
Costo de Produccion por embrion/Primer Protocolo 260,05
En Dolares Americanos 3.36 77,39
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Anexo 4. Costos de produccion de embriones del protocolo P3 (36 horas)

Materiales medios y equipos UM | Cantidad C?Stcf Sub Total| Total S/ Total $ %
Unitario
Costos Variables 88,17
Materiales de laboratorio 1.769,60 526,67 13,78
Manguera colectora + filtro Unidad 6 140,00 840,00 250,00 6,59
Pajillas 1/4 - gama irradiate DT Unidad 35 6,20 217,00 64,58 1,70
Jeringas de 20 ml Unidad 48 2,40 115,20 34,29 0,90
Placa petri cuadrada Unidad 8 14,00 112,00 33,33 0,88
Jeringas de 10 ml Unidad 42 2,20 92,40 27,50 0,72
Acrodiscos milipore Unidad 6 14,00 84,00 25,00 0,66
Placa pretri redonda Unidad 14 4,50 63,00 18,75 0,49
Tap6n de pajuelas con adaptador de 1/4 a 1/2 Unidad 35 1,20 42,00 12,50 0,33
Pajillas 1/4 - gama irradiate Unidad 10 4,80 48,00 14,29 0,38
Punta de Micropipetas Agujas 21 - 1*1/2 Unidad 76 0,50 38,00 11,31 0,30
Camisa Sanitaria Unidad 26 0,90 23,40 6,96 0,18
Guantes obstétrico (100/caja) Unidad 36 0,65 23,40 6,96 0,18
Jeringas de 05 ml Unidad 66 0,35 23,10 6,88 0,18
Agujas 22 - 1*1/2 Unidad 78 0,20 15,60 4,64 0,12
Pipetas de plastico Unidad 12 1,20 14,40 4,29 0,11
Pajuelas 1/2 pkt 5 Unidad 35 0,26 9,10 2,71 0,07
Funda de Inseminacion Unidad 18 0,50 9,00 2,68 0,07
Medios Hormonales 5.654,00 1.682,74 44,02
Folltropin FSH 20ml Frasco 6 800,00 4.800,00 1.428,57 37,65
CIDR pkt/10 Unidad 6 75,00 450,00 133,93 3,53
Lutalise LH 30ml Frasco 3 98,00 294,00 87,50 2,31
Hormona GnRH 10ml Frasco 2 48,00 96,00 28,57 0,75
Benzoato de estradiol 10ml Frasco 1 14,00 14,00 4,17 0,11
Medios de laboratorio 3.900,50 1.160,86 30,37
Pajuelas con semen congelado Unidad 18 80,00 1.440,00 428,57 11,30
Complete flush Bolsa 13 110,00  1.430,00 425,60 11,22
Medio de mantenimiento Sachet 3] 120,00 360,00 107,14 2,82
Medio de congelacién de embrién Sachet 1 112,00 112,00 33,33 0,88
Nitrégeno Liquido Kilo 6 16,00 96,00 28,57 0,75
Selenio inyectable 250ml Frasco 1 90,00 90,00 26,79 0,71
Oxitetraciclina 250 Frasco 1 88,00 88,00 26,19 0,69
Fosforo inyectable 250ml Frasco 1 85,00 85,00 25,30 0,67
Alcohol 70° Litro 4 9,00 36,00 10,71 0,28
Yodo Litro 1] 36,00 36,00 10,71 0,28
Algodén Kilo 1,5 22,00 33,00 9,82 0,26
Lidocaina 2% frasco/20 ml Frasco 2 15,00 30,00 8,93 0,24
Vitamina ADE 50ml Frasco 1] 28,00 28,00 8,33 0,22
Gel lubricante Litro 0,5 45,00 22,50 6,70 0,18
Papel toalla Unidad 14 1,00 14,00 4,17 0,11
Costos Fijos 11,83
a. Servicio personal especializado en tranferencia  [Global 1 800,00 800,00 800,00 238,10 6,23
b. Alquiler de equipos de laboratorio Global 1 600,00 600,00 600,00 178,57 4,67
c. Transporte de equipo de transferencia Global 1 120,00 120,00 120,00 35,71 0,93
Total costo en el Primer Protocolo 12.844,10 3.822,65( 100,00
Costo de Produccion por embrion/Primer Protocolo 414,33
En Dolares Americanos 3.36 123,31
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