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1. RESUMEN

La eficiencia en la produccion animal depende en gran medida del potencial genético de los
individuos que componen el sistema, y de la estrategia que se implemente en la replicacion de sus
genes, en la ganaderia bovina desde hace algun tiempo se vienen usando estrategias de manejo
reproductivo basadas en biotecnologias que manipulan el desarrollo de la onda folicular y el
momento de la ovulacion, siendo la inseminacion artificial y la produccion de embriones in vitro
e in vivo, las dos mas usadas, de la misma forma, ha sido el interés de muchos autores a nivel
mundial generar variantes que optimicen los resultados que ofrecen cada una de estas técnicas. El
siguiente trabajo tiene por objetivo evaluar la respuesta embrionaria obtenida en un protocolo de
superovulacion (SOV) convencional implementado en donantes de embriones raza Blonde
d’aquitaine ubicadas en la sabana de Bogota, se propone una modificacion que consiste en
implantar un dispositivo intravaginal impregnado con progesterona (Sincrogest, 1gr. Ourofino,
Brasil.) por dos dias adicionales al protocolo SOV ( +2 Dias P4 ) con el fin de generar un priming
de progesterona, manejando la hipotesis que este cambio generaria un efecto positivo en la colecta
de embriones, comparando estos resultados con un SOV convencional, el estudio analiza
especificamente el nimero y calidad de embriones colectados, se utiliza progesterona (P4) ya que
ejerce un efecto inhibitorio sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovarios provocando restriccion en la
secrecion de gonadotrofinas, por esta razén el priming hormonal se relaciona con la obtencion un
mayor numero de embriones viables y de mejor calidad segun reportes literarios. En el presente
trabajo al comparar los tratamientos de SOV no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
en ninguna de las variables analizadas, pero si hubo diferencias numéricas en cuanto al nimero y
calidad de los embriones colectados, favoreciendo al tratamiento SOV modificado (+2 Dias P4).
Estos resultados evidencian que el priming con P4 logra aumentar la rentabilidad econémica de la
empresa ganadera, generando un mayor namero de embriones viables, lo cual impacta de manera
significativa en el progreso genético al lograr producir germoplasma de alta calidad.

Palabras clave: Embriones, superovulacion, gonadotrofinas, priming y progesterona.
SUMMARY

The animal production efficiency to a large extent depends on the genetic potential of the
individuals that make the system, and also on the strategy implemented in their gene replication.

In bovine stockbreeding, some biotechnology-based strategies have been used for a while with the
result of manipulating the follicular wave development and the ovulation moment, being both
artificial insemination and in vitro and in vivo embryo production the most applied ones, likewise
many worldwide authors have been interested in generating some variants in order to optimize the
results these techniques offer. The following work’s objective is to evaluate the embryonic
response obtained from a conventional superovulation protocol (SOV) implemented in embryo
donors of Blonde d’ Aquitaine breed, which are located in the Bogota plateau. The proposal is a
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modification that consists in the implementing of an intravaginal device impregnated with
progesterone (Sincrogest, 1 gr. Ourofino, Brazil) for two additional days concerning the protocol
SOV (+2 days P4), with the purpose of generating a progesterone priming, having in mind that
this change would generate a positive impact in embryonic collection as a hypothesis, then
comparing these results with a conventional SOV. The study specifically analyzes the number and
quality of collected embryos. progesterone is used (P4) considering that it exerts an inhibitory
effect over the hypothalamic pituitary gonadal axis by causing a restriction of gonadotropins
secretion, for this reason, the hormonal priming is related to the obtaining of a greater number of
better quality and viable embryos according to literary reports. In the actual work, by comparing
the SOV treatments, no significant differences were found in any of the analyzed variables
(P>0.005), but there were some numerical differences concerning the number and the quality of
collected embryos, which suited the modified treatment SOV (+2 days P4). These results make
clear that priming with P4 manages to increase the profitability in cattle breeding business, by
generating a greater number of viable embryos, which has a significant impact on the genetic
progress since the production of high quality germplasm is demonstrated.

Keywords: Embryos, superovulation, gonadotropins, priming and progesterone.
2. INTRODUCCION

Colombia es un pais en donde el desarrollo de la ganaderia busca nuevos horizontes, para ello es
de vital importancia reconocer la capacidad ganadera y el contexto que esta misma posee en el
desarrollo socioeconémico del sector rural colombiano y de su especializacion en los mercados no
solo nacionales sino también en la demanda internacional de cortes finos y genética, segun estudios
realizados por FEDEGAN el sector agropecuario contribuye con un 8,5 % del PIB nacional, la
ganaderia realiza su aporte con el 1,6 del PIB, dentro del contexto agropecuario la ganaderia ocupa
un 20% del PIB y un 53% del PIB pecuario (Salamanca. 2012). Su participacion a nivel pecuario
ocupa poco mas de la mitad, es por ello que el rango de producciones a nivel nacional tiene una
alta demanda y mediana incursion de biotecnologias, para poder cumplir metas y ampliar la
capacidad comercial de la ganaderia colombiana, desde hace ya varios afios se han venido
implementando el uso de biotecnologias enfocadas a mejorar la eficiencia productiva en grandes
ganaderias del sector productivo animal colombiano, pese a que estas tecnologias estan al alcance
de grandes productores aln existen micro-producciones que no estan a la vanguardia de las
mismas, lo cual atrasa el desarrollo integral de la ganaderia en Colombia. El desarrollo productivo
de la ganaderia estd siempre enfrentandose a diversos factores que influyen directamente o
indirectamente el progreso continuo de la produccion y uno de los pilares para poder tener una
produccidn continua y eficiente es el manejo reproductivo del hato ganadero, para ello con el paso
de los afos se han realizado avances tecnologicos dando como resultado técnicas reproductivas
que facilitan ampliamente el progreso genético del rodeo, poniendo como meta lograr una cria por
vaca al afio, estas biotecnologias poseen importancia en su desarrollo y permiten ser empleadas,
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como herramientas en la aplicacion de otras biotecnologias mas actuales. (Palma, 2001). El estudio
de la reproduccién animal ha traido como resultado el avance genético y su difusion a nivel
mundial, Todo este proceso de mejoramiento genético se debe a la implementacion de
biotecnologias reproductivas que han contribuido en el aumento de la productividad y el desarrollo
del sector agropecuario; Biotecnologias como la inseminacion artificial, la produccion y uso de
hormonas en animales de interés y el desarrollo de protocolos que permiten la sincronizacién del
desarrollo folicular han facilitado disefiar programas de transferencia de embriones y
superovulacion. Histéricamente se puede mencionar que la técnica de transferencia de embriones
comenzd en 1890, cuando Walter Heape, realizd una transferencia de dos embriones de conejos
Angora en una hembra receptora Belgian (Biggers,1991). De esta manera comienza la
implementacion la técnica en diversas especies animales con potencial zootécnico y en la
actualidad posibilita la obtencién y transplante de embriones bovinos, suponiendo de esta forma
un avance importante en la industria ganadera (Biggers,1991). La transferencia de embriones es
una de las biotecnologias reproductivas que han catapultado el mejoramiento genético de razas
bovinas, el uso de esta biotecnologia como principal método para mejorar la genética de hatos
ganaderos y romper las barreras generacionales ha permitido construir empresas ganaderas en un
plazo de tiempo mas corto, llegando de manera comercial a los productores colombianos ya hace
mas de 10 afios, esta técnica facilita ampliar el potencial genético de la produccién y crear bancos
de germoplasma permitiendo el transporte de material genético de importancia por medio de la
criopreservacion a todas partes del mundo, de esta misma forma la importacion de material
genético variado ayuda a la diversidad comercial nativa, Colazo & Mapletoft (2007), enuncian que
al trasplantar embriones importados, se puede observar una mayor adaptacion del material
genético. En sur america en el afio 2013 se colectaron 12545 vacas, de estas colectas se obtuvieron
72770 embriones transferibles de los cuales 32666 se transfierieron en fresco y 34534 se
tranfierieron criopreservados (Perry. 2014). La T.E esta estrechamente ligada a la inseminacion
artificial, la Inseminacion Artificial (1A) ha sido quizés la biotecnologia ganadera utilizada en
mayor medida, particularmente en combinacion con la criopreservacion, permitiendo un
mejoramiento genético significativo centrado en la productividad, asi como la difusién mundial de
germoplasma masculino escogido; estas biotecnologias se complementan con el uso de la
sincronizacion de la ovulacion y el sexado de semen, lo cual mejora en gran medida la eficiencia
de la 1A. (FAO, 2010). Uno de los principales componentes cruciales al momento de iniciar un
programa de TE es la superovulacion, es importante conocer el protocolo usado que provocara una
respuesta incrementada de foliculos y dara paso a maltiples ovulaciones, el protocolo convencional
utilizado brinda resultados en promedio de 10 estructuras colectadas y entre 5/6 embriones viables,
estos resultados varian segun reportan diferentes autores, y son muchos los factores que
intervienen sobre la respuesta superovulatoria obtenida, dentro de estos factores la nutricion y el
intervalo posparto determinan el éxito de un programa de transferencia de embriones (Colazo &
Mapletoft, 2007). El objetivo principal de este trabajo consiste en evaluar el efecto de prolongar
por dos dias més el dispositivo intravaginal de progesterona en un protocolo convencional de
superovulacion en hembras bovinas, sobre el nimero y calidad de embriones colectados.
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3. HIPOTESIS

La implementacion de un dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest, 1gr. Ourofino,
Brasil.) durante diez dias (protocolo +2 Dias P4) en lugar de ocho dias (protocolo Control) sobre
programas de multiple ovulacion, utilizando un esquema SOV convencional a base de estrogenos
y progestagenos busca inducir la sincronizacion de una nueva onda folicular en hembras bovinas
donantes de embriones, la exposicion adicional de dos dias con el dispositivo provocara un priming
de P4 el cual tendra un efecto de retroalimentacion negativa sobre las gonadotrofinas hipofisiarias
evitando la maduracion final del foliculo en desarrollo previo y permitiendo de esta forma su
atresia e inicio de una nueva onda folicular, tomando el dispositivo intravaginal una accion analoga
al de un cuerpo luteo, logrando de esta manera que un mayor nimero de hembras proporcionen
una mejor respuesta superovulatoria representada en numero y calidad de los embriones.

El uso de dispositivos intravaginales impregnados con progesterona proporcionan concentraciones
subluteales de esta hormona, imitando fisiol6gicamente la presencia de un cuerpo Iuteo de corta
duracion (Morales y Cavestany, 2012), lo cual permite una mejor sincronizacion de las hembras
donantes con el uso de estrégenos y progestdgenos. Yavas et al. (1999) reporta que la
implementacion del dispositivo de progesterona conlleva luego al desarrollo de un foliculo
dominante y en consecuencia de este, una mayor produccién de estradiol, su ovulacion y posterior
formacion del CL de vida media normal. El crecimiento del foliculo dominante y el aumento de
la produccién de estradiol proveniente de este, es generado por la accion del tratamiento con P4
ya que esta hormona induce una disminucién transitoria en la pulsatilidad de LH, al comienzo del
tratamiento, seguido por un incremento en la frecuencia de pulsos de LH sobre la produccion de
estrogenos foliculares, (Garcia, et al.1986), la sintesis de mas receptores de LH y la luteinizacion
(B4, 2002). Autores reportan resultados similares al momento de implementar dispositivos
impregnados con P4, concluyendo que este tratamiento mejora los porcentajes de prefiez y su
desarrollo normal de la misma, en animales sometidos a I.A. (Breuel & Col 1993), (Wiltbank &
Col.,2002), el uso de la hormona GnRH en vacas posparto promueve la ovulacion, pero los ciclos
Unicamente seran de duracién normal si se utiliza el uso de dispositivos impregnados con P4 de 7
a 12 dias antes de la GnRH. (B§,2002). Al parecer el uso de P4 de liberacion lenta es un requisito
al querer establecer de nuevo la ciclicidad estral de estos animales posparto. Gaston et al. (2007)
realiz6 un estudio en donde evalud el efecto de un priming de P4 previo a un programa de I.A.T.F,
reportando que el grupo tratado con un dispositivo de 0,75 g P4 40 dias previos a la LA.T.F
presentd mayor cantidad de vaquillonas con CL (P=0,003) en el dia 0 (inicio de IATF) con respecto
al grupo control resultando intermedio el grupo que se realizé el priming 20 dias antes del inicio
de la IATF.
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4. OBJETIVOS
4.1.0BJETIVO GENERAL
e Evaluar el efecto de prolongar por dos dias mas (Priming) el dispositivo intravaginal de
progesterona en un protocolo convencional de superovulacion en hembras bovinas, sobre
el nimero y calidad de embriones colectados.

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de la metodologia usada con relacién al nimero de embriones
colectados aptos para ser congelados en cada uno de los grupos.

e Analizar la influencia del priming de P4 sobre la calidad embrionaria, teniendo en cuenta
la cantidad de embriones grado 1, grado 2, grado 3 y grado 4 (Degenerados e infertilizados),
segun la conformacién de su estructura.

e Establecer los costos que representa la implementacion de cada uno de los protocolos de

superovulacion y su influencia sobre los resultados finales, determinados segun el nimero
de embriones viables.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La implementacién de protocolos SOV con el objetivo de obtener germoplasma de alta calidad
representa un reto que debe ser afrontado teniendo en cuenta que el éxito de esta biotecnologia es
producto de la eficiencia y buen manejo de diversos factores relaciones directamente e
indirectamente con el procedimiento SOV, uno de los principales inconvenientes presentes con los
procedimientos SOV es la falta de uniformidad en la respuesta superovulatoria de las hembras
donantes de embriones, esta variabilidad en la respuesta, ademas del “tiempo y el esfuerzo
necesario para la administracion correcta de los tratamientos, son factores determinantes que
afectan directamente la aplicacion de este procedimiento en programas de mejoramiento genético”
(B6 et al, 2011).

Pese a llevar méas de 30 afios la implementacién comercial de los protocolos SOV y transferencia
de embriones a tiempo fijo los resultados son muy variables, las tasas de SOV y de prefiez son
diversas. Autores reportan que el nimero de ovulaciones por hembra bovina varia entre 0 y 40 %,
ademas el 30 % de las hembras donantes no proporcionan embriones transferibles o producen muy
pocos embriones de baja calidad, y Unicamente el 45 % de las hembras donantes produce 4 0 mas
(5) embriones viables. (Galli y Col.,2003), (Jimenez.,2009), (Martinez.,2006).

La calidad de los embriones bovinos juega un papel importante al momento de exportar e importar
estas células, su comercio a nivel internacional estd basado en la clasificacion propuesta por la
IETS (international society of embryo transfer) donde solo los embriones de calidad 1 pueden ser
comercializados a nivel internacional. La diversidad climética, un balance energético negativo,
una inadecuada condicién corporal, el tipo de hormona implementada, la raza, la edad y la calidad
seminal de las pajuelas implementadas en el programa de SOV, son algunos de los factores que
influyen sobre los resultados obtenidos en trabajos SOV y de los cuales se hablara méas adelante
en este documento.
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6. JUSTIFICACION

En un programa de transferencia de embriones, el protocolo hormonal de superovulacion y su
correcta aplicacion es relevante en los resultados finales, pese a que no existe un protocolo SOV
definitivo que garantice los mejores resultados y la variabilidad de la respuesta esta determinada
por la fisiologia innata de cada hembra bovina, se pueden implementar estrategias en la aplicacion
del protocolo de SOV, siendo la utilizacion de un dispositivo intravaginal impregnado de P4 la
estrategia propuesta en este trabajo, este dispositivo intravaginal tiene como fin generar un priming
de P4, “la exposicidn previa a esta hormona parece ser necesaria para un desarrollo normal del CL
lo cual puede ser consecuencia directa con el incremento de la frecuencia de los pulsos de la
hormona hipofisiaria LH sobre la produccion de estrogenos foliculares, una sintesis mayor a los
receptores de LH y la posterior luteinizacion (B6.,2002).”

Por esta razon la modificacion del protocolo SOV convencional propuesta en este trabajo consiste
en implantar un dispositivo intravaginal dos dias de mas en las hembras bovinas donantes de
embriones, estos dos dias de mas supone que el dispositivo intravaginal permanezca por 10 dias
en lugar de 8 dias correspondientes al protocolo SOV convencional. En estos dos dias adicionales
los animales donantes entraran en contacto con la progesterona proveniente del dispositivo
intravaginal, generando un priming de P4, esta progesterona actuara como un cuerpo lateo y
generara un feed-back negativo sobre la secrecion de las hormonas hipofisiarias, especialmente la
hormona LH, evitando la seleccion de un foliculo dominante y facilitando de esta manera la atresia
del grupo de foliculos presentes y posterior sincronizacion por medio de estrégenos y
progestagenos de una nueva onda folicular. Segun B6 (1998), define el priming de P4 como la
exposicion elevada de esta hormona, de caracter exdgeno, seguida por su rapida declinacion,
ademas considera que este priming es un prerrequisito indispensable, el cual permita tres
acontecimientos: la diferenciacion normal de las células de la granulosa, la expresion normal del
celo y el desarrollo post ovulatorio del cuerpo IGteo con una fase luteal normal. Este proceso
facilita un buen desarrollo folicular, una mejor ovulacién a causa del incremento de los niveles de
LH y el mantenimiento de un buen cuerpo lGteo que garantice la permanencia de los embriones
para su posterior fecundacion y colecta, de esta forma al obtener mayores picos de LH a causa de
un efecto de priming de P4 influye en el desarrollo final de un foliculo dominante preovulatorio.
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7. MARCO TEORICO
7.1.FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA HEMBRA BOVINA

El éxito de un programa de transferencia de embriones depende del amplio conocimiento sobre la
anatomia y la fisiologia reproductiva de la hembra bovina, esto con el objetivo de lograr el
conocimiento adecuado para poder implementar protocolos hormonales para poder controlar el
desarrollo folicular y sincronizar a tiempo fijo estados reproductivos necesarios para implementar
las biotecnologias reproductivas. En la produccion bovina, el rendimiento reproductivo es
importante ya que garantiza una consecuente produccion eficiente, y los sistemas productivos estan
condicionados por factores como las condiciones locales de mercado y el enfoque productivo de
cada produccion (Ball & Peters, 2004).

7.1.1. Ciclo estral bovino

Cuando la hembra bovina entra en la pubertad ocurren cambios fisiologicos relacionados con el
desarrollo reproductivo y hormonal, dichos cambios traeran consigo la presentacion de un evento
reproductivo conocido como ciclo estral el cual continuara a lo largo de toda la vida de la vaca,
exceptuando el periodo de prefiez debido al efecto inhibitorio de la P4 y un balance energético
desfavorable. Rippe (2009) define el ciclo estral como el tiempo que ocurre entre dos periodos
estrales, también Ilamado celo o calor, y varia normalmente entre 17 a 24 dias, considerandose 21
dias como el tiempo promedio. Forde et al, (2011) lo define como un patrén ciclico de actividad
ovarica que permite a las hembras ir de un periodo reproductivo de no receptividad a uno de
receptividad permitiendo establecer el apareamiento y el subsecuente establecimiento de la
gestacion.

7.1.2. Fases del ciclo estral
El ciclo estral se puede dividir en 4 fases:

e Proestro

e Estro

e Metaestro
e Diestro

7.1.1.1 Proestro

La fase de proestro empieza con la regresion del cuerpo lGteo y termina el inicio del celo, dura
alrededor de 3-4 dias, durante esta fase la regresion del cuerpo lateo inicia alrededor del dia 18,
cuando se presenta el reconocimiento materno de la prefiez por parte del Gtero, al no haber un
embrion en desarrollo, se genera una respuesta para la producciéon de PGF2 alfa para producir la
luteolisis del cuerpo productor de progesterona, al eliminar la produccion de progesterona se
elimina el feed-back negativo que habia sobre la secrecion de gonadotrofinas, las gonadotrofinas
permitiran que continde el desarrollo folicular y la presencia de un foliculo dominante pueda
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suceder, teniendo asi que la onda folicular que venia en desarrollo seguira su crecimiento al no
haber la limitacion por parte de la progesterona, este desarrollo folicular que ocurre en cada onda
de crecimiento se le conoce como dinamica folicular, la dinamica folicular esta comprendida en
tres etapas que son: reclutamiento, seleccion, dominancia, sin el efecto de la progesterona, el
foliculo dominante empezara a producir estrogenos gradualmente, los cuales a su vez iniciaran la
bajada de hormonas gonadotroficas para la alimentacion de este, una vez alcanzado un mayor
tamario, la cantidad de estrogenos liberados incrementa. Este incremento de estrogenos foliculares
es generado por el foliculo preovulatorio, los estrogenos llegan a al hipotalamo controlando de esta
forma las manifestaciones del celo (secrecién de mucosa vaginal, mayor irrigacion en la vulva,
mayor movimiento) (Rippe.2009).

7.1.1.2. Estro

El estro es una de las etapas de mas poca duracién del ciclo estral, se considera que su duracion es
independiente segun cada animal y del ciclo productivo en gque se encuentre, puede durar desde 30
minutos hasta 30 horas, cabe destacar que vacas en produccion presentarian sintomas de celo
muchos mas cortos. La presencia de celo es provocada por los elevados niveles de estrogenos
liberados por el foliculo dominante en el ovario, durante este periodo el animal va a presentar
receptividad de monta, se habla de un celo plantando cuando la hembra bovina se queda totalmente
estatica, plantada en sus cuatro extremidades y se deja montar. Se presenta un aumento en las
contracciones del tracto reproductivo. Otro factor visual que indica la presencia del estro es la
secrecion de liquido de consistencia mucosa, este liquito es producido desde el cuello del Utero y
posee la finalidad de ayudar con el transporte de los espermatozoides a través de esta seccion del
tracto reproductivo. (Duby,1996).

llustracion 1.Hormonas del ciclo estral
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Adaptado de: Rippe.2009
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7.1.1.3. Metaestro

Los estrogenos liberados ejerceran un feed-back positivo sobre la liberacion de gonadotrofinas
provocando un pico de LH el cual contribuira a la ruptura del foliculo dominante y liberacion del
ovulo. “De 12 a 24 horas desde el comienzo del celo, el sistema nervioso central del animal se
hace refractario a los estrogenos y todas las manifestaciones de celo o calor desaparece” (Rippe.
2009). El periodo de duracion que posee el metaestro es de aproximadamente entre 4-5 dias, una
vez ocurre la ovulacion y cae el ovulo hacia el infundibulo, el foliculo empezaré a llenarse de
sangre y comenzara a formarse una estructura mas conocida como cuerpo lUteo, esto es gracias a
un conjunto de cambios morfoldgicos, endocrinoldgicos y bioquimicos, lo cuales facilitan que las
células foliculares se conviertan en células luteales (Palma,2001).

7.1.1.4. Diestro

El diestro posee una duracion aproximada de 12-14 dias, en esta fase tendremos un cuerpo Ilteo
productor de progesterona, pero solo hasta el dia 8 sera totalmente productor de esta hormona por
lo cual es refractario a prostaglandinas antes de esto, niveles altos de progesterona se mantendran
hasta el dia 18 en donde ocurre un evento conocido como reconocimiento materno de la prefiez.
Lopez (2008) enuncia que “El reconocimiento materno de la prefiez es el proceso fisioldgico en el
cual el embrion, mediante sefiale moleculares como la secrecion de interferén tau (IFN-t), anuncia
su presencia en el tracto reproductivo materno, con el fin de evitar que se desencadene el
mecanismo luteolitico ejercido por la prostanglandina F2a (PGF2 o) sobre el cuerpo lUteo,
prolongando la vida de este y garantizando la produccion de progesterona para el mantenimiento
de la prefiez”.

7.1.2. Control endocrinolégico del ciclo estral

Rippe (2009), menciona que el ciclo estral, es controlado por un conjunto de 6rganos: hipotalamo,
hip6fisis, ovarios y Gtero. la accion en conjunto de estos 6rganos permitira la produccion periddica
de 6vulos viables, asi como de mantener la gestacién; todos los cambios ocurridos durante un ciclo
estral estan determinados por la correlacién que poseen los diferentes 6rganos involucrados y la
produccién hormonal, se define entonces al eje hipotalamo-hipofisis-gonadas-Utero como el
responsable del control endocrinoldgico que ocurre a nivel reproductivo. La interaccién entre los
organos responsables de controlar el ciclo estral poseen mensajeros quimicos llamados hormonas,
los vuales se transportan a través de la sangre y llegan hacia 6rganos y tejidos especificos, los
cuales poseen receptores unicos para dichas hormonas, regulando de esta forma las distintas fases
del ciclo estral bovino. (Lamb et al.,2009).

La produccién hormonal ejercera un efecto importante, este efecto puede ser inhibitorio si una
hormona provoca la restriccion de la produccion de otra hormona conociéndose este efecto como
retroalimentacion negativa o puede ser un efecto estimulante en el cual una hormona promueve la
secrecion de otra conociéndose como retroalimentacion positiva, tendiendo esto en cuenta cabe
destacar que una hormona es un mensajero quimico, el cual se secreta en un 6rgano, viaja a través

20



de sangre y ejerce su funcién en una célula diana (Lamb et al.,2009). La regulacion del ciclo estral
y cambios reproductivos son permitidos por la accion de las hormonas que se ven en la tabla 1.

Tabla 1.Hormonas que regulan la reproduccion.

SITIO DE HORMONA ACCION
PRODUCCION PRODUCIDA
Hipotalamo Hormona Libera FSH y LH desde la pituitaria.
liberadora de
gonadotrofina
GnRH
Pituitaria Hormona foliculo Estimula el desarrollo del foliculo y produccién de
estimulante FS estrégenos
Hormona induce la ovulacion, desarrollo del cuerpo luteo, y
luteinizante LH produccion de progesterona
Foliculos Estrdgenos Provoca el comportamiento de estro. Altera la

produccién de liquidos y la actividad muscular de los
oviductos, utero, cuello del Utero y la vagina. Causa
aumento en la liberacién de LH desde la hipofisis
durante el estro

Cuerpo llteo Inhibina Reprime selectivamente la liberaciéon de FSH

Progesterona Prepara Utero para el embarazo. Evita la repeticion de
ciclos estrales inhibiendo la liberacion de FSH y LH.

Utero Relaxina Ampliacién del utero durante el embarazo y la
relajacion de cuello uterino en el parto

Prostaglandina Promociona de regresion Lutea al final del ciclo
estral o el embarazo.

Proteinas Proporcionar sefial que promueve el mantenimiento
embrionarias de CL durante el embarazo temprano.

Adaptado de: Dubby, 1996.

7.1.2.1. Hipotalamo

El hipotalamo se ubica en la parte inferior del cerebro conocida como diencéfalo, entre sus
neurosecreciones se encuentra la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la cual se
sintetiza basicamente en las células que se encuentran en el nlcleo arqueado, y de alli se secreta al
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sistema portahiposifisiario. Segun Tovio (2011) la GnRH u hormona liberadora de gonadotrofinas
es un péptido compuesta por 10 aminoacidos, posee funciones autocrinas y paracrinas, y su vida
media es de 2 a 4 minutos, llegando a la conclusiéon de que el mantenimiento del ciclo estral
depende de la continua secrecion de esta hormona. La GnRH al ser secretada viaja por medio de
los capilares a la hipdfisis, méas especificamente a la adenohipofisis promoviendo la produccion y
secrecion de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH)

7.1.2.2. Hipdfisis

La hipdfisis se divide entre la neurohipofisis y la adenohipofisis, la hormona foliculoestimulante
(FSH) y la hormona luteinizante (LH) son secretadas por la adenohipdfisis, respectivamente la
FSH se encarga del proceso de esteroideogénesis ovarico, crecimiento y maduracion folicular, por
otra parte, la hormona LH interviene directamente en el proceso de ovulacion, formacion y
mantenimiento del CL (Rippe,2009).

7.1.2.3. Ovarios

Rivera (2009) define a los ovarios como dos estructuras de aproximadamente 1.5 pulgadas de largo
y % de ancho, la cual posee dos componentes de importancia, el cuerpo luteo encargado de la
produccion de progesterona, y los foliculos, encargados de la produccion de estradiol, a su vez los
ovarios se encargan de la produccién exocrina de 6vulos maduros. Rippe (2009) menciona las dos
funciones que cumplen los ovarios a nivel hormonal: la funcion exocrina encargada de la
produccidn ciclica de dvulos de calidad, y la funcidn endocrina, donde el ovario secreta hormonas:
estrégenos o estradiol, inhibina y progesterona. La FSH tiene accion directa sobre los ovarios, esta
hormona interviene directamente en la fase de desarrollo folicular promoviendo el crecimiento de
un grupo de foliculos, de los cuales un foliculo se convertira en dominante, madurara y dara lugar
a un ovulo. Antes de que el foliculo ovule, alcanza un tamafio mayor al del grupo de foliculos
reclutados y comienza a secretar paulatinamente estradiol, el estradiol generara un feed back
positivo sobre el hipotdlamo permitiendo la secrecion de hormonas gonadotroficas, a su vez el
foliculo dominante seguiré alimentandose de la FSH que llega resultado de este feed back positivo,
asi el foliculo dominante comenzara a secretar inhibina la cual afectara a los demas foliculos en
crecimiento impidiendo la recepcion de FSH lo cual provocara que estos foliculos no se
desarrollen, cuando el foliculo dominante alcanza un tamafio especifico la produccion de
estrégenos sera mayor produciendo un incremento en la produccion de estrogenos, los cuales
desencadenaran una bajada mayor de LH para dar paso a la ovulacion. Una vez dada la ovulacion
se dara paso a la formacion del cuerpo luteo, entre los dias 4-5 postovulacion se presentard un
cuerpo luteo totalmente formado y a partir del dia 8 el cuerpo lGteo sera totalmente productor de
progesterona. A lo largo del ciclo estral en la vaca, un grupo ovocitos compiten por alcanzar su
desarrollo y maduracion final (foliculos de Graff), dando como resultado un ovulo maduro, en
cada onda folicular, un foliculo ejerce dominancia, pero Unicamente bajo condiciones normales y
sin el efecto de retroalimentacion negativa de la P4, durante la Ultima onda folicular solo un
foliculo (dominante) puede dar origen a un ovulo (Rivera,2009).
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llustracion 2. Control endocrinolégico del ciclo estral.
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Adaptado de: Rippe, 2009.

7.1.2.4. Utero

El reconocimiento materno de la prefiez (RPM) se da a partir del dia 18 del ciclo estral, el RMP
puede definirse como el periodo de tiempo en donde el ovulo fecundado da sefiales de presencia a
la hembra bovina. “Este reconocimiento requiere que el conceptus se transforme de esférico hacia
una forma elongada para generar una mayor superficie de contacto (precontacto) con el epitelio
uterino, con la finalidad de desencadenar la produccion del factor antiluteolitico IFN-t (interferon
tau)” (Tovio et al.2008) , este interferon tendra su punto maximo de produccion entre los dias 14-
19 del ciclo estral, su funcion es ligarse al sitio de contacto en donde las células son mas
susceptibles a la Oxitocina, en el caso dado de existir la prefiez, se comenzara a producir el factor
antiluteolitico IFN-t para garantizar el mantenimiento estructural y funcional del cuerpo luteo,
manteniendo los niveles de progesterona altos y evitando asi la produccion de prostaglandina. En
el caso contrario, si en el reconocimiento materno no se detecta un embrion, la produccion de
progesterona empezara a disminuir, provocando la activacién de los receptores de Oxitocina, la
union de la Oxitocina almacenada en la neurohipofisis con sus receptores y se iniciara la union del
acido araquiddnico. La transformacién del acido araquidonico en PGF2a, es gracias a la isoforma
cox 2 de la prostaglandina sintetasa, gracias a esta enzima es posible la eliminacion del CL en caso
de no existir una prefiez, volviendo a comenzar el ciclo estral. (Roberts et al, 1999).

7.1.3. Dinamica folicular

El estudio y conocimiento de los ciclos reproductivos de la hembra bovina han permitido ejercer
biotecnologias para el control de los mismos, permitiendo asi incrementar la eficiencia
reproductiva de hatos ganaderos. Se conoce entonces al proceso de dinamica folicular como el
continuo crecimiento y regresion de foliculos antrales de manera ciclica que conlleva al desarrollo
de un foliculo preovulatorio (Syntex 2005).
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proceso que ocurre en el ovario dando como resultado la formacién de un foliculo dominante
preovulatorio el cual dara origen a un ovulo sano. Rajakoski (1960), fue la primera persona en
plantear una hipotesis en la cual enuncia que el proceso de crecimiento y regresion folicular esta
dado en ondas foliculares a nivel de ovario, esta teoria logré determinar el crecimiento de 2-3
ondas foliculares por ciclo estral en hembras bovinas. La hembra bovina nace con un nimero
determinado de foliculos primordiales los cuales a lo largo de su vida se van a desarrollar y a
perder en cada una de las ondas foliculares. Durante el desarrollo de cada onda folicular se
describen cuatro fases: reclutamiento, seleccion, dominancia y atresia (Tovio,2012).

La fase de reclutamiento como su nombre lo indica es la fase en donde un grupo de foliculos
primordiales comenzaran a recibir FSH alimentandose de esta hormona. La FSH tiene un
incremento momentaneo previo al reclutamiento folicular (Tovio,2012), comenzando de esta
manera una nueva onda folicular, los foliculos que son reclutados continGan su desarrollo, en la
fase de seleccion, el desarrollo folicular también esta dominada por la hormona FSH vy de ella los
foliculos se alimentaran y seguiran su crecimiento, en la fase de dominancia se va a presentar un
foliculo de mayor tamafio que los demas, este foliculo al ser mas grande y presentar mayor
superficie, tendra un namero mayor de receptores para FSH y recibird mayor cantidad de hormona,
a su vez producira inhibina la cual bloguea los receptores de los demas foliculos evitando de esta
manera que sigan alimentandose y creciendo, el foliculo dominante comenzara a producir en
pequefas cantidades estrdgenos, los estrogenos comenzaran a ejercer un feed-back positivo sobre
el eje hipotadlamo- hipofisis-génadas influenciando asi la bajada de hormonas gonadotroficas, el
foliculo dominante seguira alimentando se FSH y seguira produciendo estrogenos, cuando sea
suficientemente grande este foliculo producira una gran cantidad de estrégenos los cuales
provocaran una mayor la liberacion de LH produciendo asi el pico preovulatorio en el ciclo estral
que daré paso a la ruptura del foliculo dominante y liberacidn del ovulo en las siguientes horas; la
hembra bovina al nacer cuenta con una gran cantidad de foliculos los cuales se degeneran mediante
el proceso conocido como atresia. La fase de atresia folicular se basa en la desaparicion de los
foliculos que no llegan a la dominancia (Tovio,2012). Cuando los foliculos sufren atresia, cesa la
sintesis de estradiol y las concentraciones de P4 intrafolicular aumentan.

Patrones de ondas foliculares

Autores reportan ciclos estrales que varian en el nimero de ondas foliculares desarrolladas,
dependiendo del nimero de ondas foliculares (2-3) varia el tiempo de duracion del ciclo,
describiéndose que en un 95% de los ciclos estrales se presentan dos o tres ondas de desarrollo
folicular (Rivadeneira. 2013).

7.1.3.1. Patron de dos ondas foliculares
En el patrén de dos ondas foliculares comienza después de la ovulacion, y la segunda onda
alrededor del décimo dia, durante estos dias, se describen en el desarrollo folicular de la primera
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onda fases de: crecimiento, estatica y regresion. (Rivadeneira. 2013). La segunda onda folicular
si va a generar un foliculo dominante al no haber un feed-back negativo por la progesterona.

7.1.3.2. Patron de tres ondas foliculares

Para el patron de tres ondas, los inicios de las ondas foliculares comienzan aproximadamente entre
los dias 0, 8 y 16, las dos primeras ondas no llegaran a ovular. No existen diferencias de la primera
onda folicular entre los patrones de dos ondas y tres ondas, por otra parte, al ser el patron de dos
ondas foliculares mas breve que el de tres ondas, se concluye que la segunda onda empieza de 1-
2 dias antes que el patrén de tres ondas (Del valle,2008) si el ciclo presenta tres ondas de
crecimiento folicular, su emergencia se observa los dias 2, 9 y 16 del ciclo.

llustracion 3. Ciclo estral de dos ondas foliculares.
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Adaptado de: Dias, 2014.
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lustracion 4. Ciclo estral de tres ondas foliculares.
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Adaptado de: Dias, 2014.
7.2.TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La transferencia de embriones es una biotecnologia que consiste en la extraccién de multiples
embriones de una hembra bovina donante y en su posterior colocacién en el tracto uterino de una
hembra receptora. Los costos elevados que implica la realizacion de programas de Transferencia
de embriones a tiempo fijo conllevan a realizar una seleccion minuciosa de las hembras donantes
de embriones, de la precision, seleccion adecuada y estricta de estas hembras depende el éxito de
esta biotecnologia (De la fuente,2001). La superioridad genética, buenos indices productivos y
ausencia enfermedades reproductivas son cualidades importantes al momento de realizar dicha
seleccidn, esta hembra donante se vera sometida a un protocolo hormonal con el fin de lograr un
control del ciclo estral y causar una superovulacion por medio de hormonas exdgenas, el objetivo
de esta superovulacion es lograr el desarrollo sincronico de varios foliculos a nivel de ovario
Ilegando a la dominancia y procediendo a la ovulacion teniendo entonces la presencia de varios
Ovulos viables que seran fecundados mediante la técnica de inseminacion artificial, para ello y
dependiendo del profesional se pueden realizar desde 2 — 3 inseminaciones en diferentes
momentos para lograr una mayor eficiencia de la fertilizacion de todos los 6vulos resultantes, en
el dia 6 pos inseminacion se realiza la colecta de los embriones. Posteriormente a la colecta de
embriones se realiza la clasificacion embrionaria con el uso de un estereomicroscopio en donde se
evalla su estadio de desarrollo y calidad, una vez realizado esto se procede a empajillar y luego a

26



realizar la criopreservacion. El principal objetivo de la criopreservacion es preservar por tiempo
indefinido la integridad de la célula germinal en un estado de vida latente artificial mediante la
interrupcion de su metabolismo (Ochoa,2011).

7.2.1.Ventajas y desventajas de la tranferencia de embriones

La tranferencia de embriones permite la difusion a gran escala de genetica de alta calidad,
permitiendo la facil comercializacion a nivel nacional e internacional, permite crear ganaderias en
un periodo mas corto de tiempo y romper barreras generacionales, establecer nuevas razas en
regiones donde no se habian visto, es un negocio rentable ya que permite la venta de genetica y
promueve el trabajo; el esclarecimiento de los fendmenos fisioldgicos, a la multiplicacion y
conservacion de especies en peligro de extincion, el transporte, conservacion e incremento de las
producciones animales y como herramienta de primer orden en la conservacion de especies en
peligro de extincién (De la fuente, 2001).

Como principales desventajas esta la variabilidad de la respuesta al momento de realizar la colecta
de hembriones, al trabajar con seres vivos, los resultados son muy variables de un animal a otro e
influyen muchos factores, los programas de transferencia de embriones utilizando el metodo
convencional de superovulacion brinda un resultado jugado a la “suerte” en el cual el sexo de los
nonatos sera determinado por ultrasonografia, conociendo entonces que las preferencias por parte
de los productores es poseer nuevos animales que sean de sexo femenino ya que estas garanzitan
un mayor crecimiento en el hato. Segun De la fuente (2001) existe un riesgo asumido durante la
realizacion de los protocolos SOV, ya que entre el 20-25% no brinda una respuesta favorable a los
tratamientos estimulatorios.

7.3. ULTRASONOGRAFIA BOVINA Y SU APLICACION EN PROGRAMAS DE SOV Y
TRANSFERENCIA DE EMBRIONES.

La técnica de ecografia utiliza ondas sonoras de alta frecuencia para obtener imagenes de tejidos
blandos y érganos internos (Pierson,1988). En los bovinos, la ultrasonografia transrectal y su
aporte en la reproduccion animal al momento de estudiar en la condicion reproductiva de hembras
es implementada desde la década de 1980. (Gutiérrez & Baez,2014). Por medio de la
implementacién de esta técnica ha sido posible el descubrimiento y comprension de eventos
importantes que ocurren durante el ciclo estral (B, et al.2000). estos conocimientos han sido
aplicados en programas de sincronizacion hormonal e inseminacion artificial, esquemas SOV y
transferencia de embriones a tiempo fijo, aspiracion folicular y fertilizacion in vivo e in vitro (B6
etal 2000). Estatécnica permite ademas una revision exhaustiva a nivel reproductivo de la hembra
bovina, para determinar estados tempranos de prefiez, sexaje embrionario y condicion fetal.
Gracias al uso de la ultrasonografia se logra conocer el momento ideal para el inicio de tratamientos
hormonales con el objetivo de lograr un mayor nimero posible de embriones viables (B0 et al
2000)
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7.3.1. Ecografia de la dinamica ovarica

La implementacion en el campo de la ecografia ha permitido conocer a profundidad los
mecanismos que intervienen en el ovario y su accion durante las fases reproductivas del animal
(ondas de crecimiento folicular, dindmica del cuerpo IdGteo, ovulacién). Los foliculos
pertenecientes al ovario, son estructuras llenas de liquido, apareciendo en la pantalla del ecégrafo
como espacios de color negro (ecogeénicas) (Bo et al 2000).

llustracion 5 Morfologia ultrasonica de un ovario superestimulado con FSH

Adaptado de B6,2000

B6 et al. (2000) menciona que los foliculos ovaricos presentan una forma redondeada,
encontrandose también estructuras irregulares, debido en gran parte a la compresion ejercida por
los foliculos adyacentes al CL, o a la compresion dada entre los mismos foliculos y el estroma
ovarico. Los foliculos pueden ser visualizados, cuantificados y supervisados de forma secuencial
a partir de los 2-3 mm (Pierson,1988), 0 >4 mm (B et al 2000).

Ilustracion 6lméagenes ecograficas de la dinamica ovarica. cohorte de foliculos (1); fase de
dominancia en la dinamica ovarica (2); foliculo preovulatorio (3) y cuerpo luteo establecido (4)

Adaptado de Gutiérrez, 2012.

)
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llustracion 7.Diagramas demostrando la manera de anotar los cambios que ocurren en los
ovarios durante el ciclo estral. Se encuentran esquematizados los cambios que se podrian
observar en vacas con un ciclo estral de 2 ondas (dia 0 = ovulacion).

Ovario Izquierdo Ovario Derecho
Cucrpo
Hemorrdgico Foliculos de
4 wum
Dia 0
Feliculo de
15 mm
Din 6
Foliculo d¢ 10 mm f oS
(en represién) €0 Crecimicno)
Dia 12
Foliculo de 18
(preovulatono)
Dia 20

Adaptado de B6 et al.2000

7.3.2. Diagnostico temprano de la gestacion
Mediante el uso del ecégrafo se puede realizar un seguimiento del embri6n, analizando su
desarrollo con el fin de observar anormalidades, muerte o determinar el sexo del feto entre los dias
58 y 100 de gestacion (B6 et al 2000), un diagnéstico de la prefiez antes de estos dias puede verse
puesta en duda por la presencia de liquido en el Utero, ya que puede confundirse con alguna
patologia (piometria) (Gutiérrez y Baez,2014).
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llustracion 8Diagnostico de gestacion por ecografia. 30 dias de prefiez (1); 37 dias de prefiez
(2); 48 dias de prefiez (3) y 55 dias de prefiez (4).

Adaptado de Gutiérrez, 2012.

Tendiendo asi, que el diagndstico temprano de la prefiez, es muy util en programas de 1A, ya que
lo ideal es determinar la presencia de hembras bovinas gestantes (Gutiérrez y Baez 2014). La
ilustracion 9 muestra el ritmo de crecimiento del embrion junto con el dia en que fueron
identificadas las diversas estructuras. (B6 et al,2000).

llustracion 9 Curva de regresion de la longitud del feto y el dia medio de la primera deteccién
de varias caracteristicas identificadas por ultrasonografia del conceptus durante el periodo de
gestacion en 15 vaquillonas (ovulacion = dia 0)
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Adaptado de Curran y col, 1986
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7.4. SELECCION DE DONANTES

La seleccion de las hembras donantes es un factor muy importante en un programa de
superovulacion, la seleccion depende de factores propios del animal destacando su genotipo,
fenotipo y su capacidad productiva. De la fuente (2001), afirma que aln no existe una hembra
bovina ideal que complemente todas las exigencias necesarias para un sistema productivo o para
adaptarse a una alta demanda momentanea del mercado en cuestion. Dicha seleccidn es realizada
por el productor y el profesional encargado de realizar el programa de SOV, se debera aprobar o
no dependiendo del historial clinico del animal y de la condicién del tracto reproductivo que posea
este por medio de la palpacion rectal. “Ademas de la superioridad genética en las donantes, se
deben tener en cuenta factores como ciclos estrales regulares, precocidad reproductiva, el nimero
de servicios por concepcidn en gestaciones anteriores, comportamiento individual superior a la
media del grupo en caracteristicas de importancia productiva (peso al destete, al afio y a los
dieciocho meses, etc.)”, (Duica,2010). Asi mismo, es necesario determinar qué tipo enfermedades
estan presentes en la hembra ya que los embriones ademas de transportar una valiosa informacion
genética, también pueden ser una fuente importante de diseminacion de enfermedades
reproductivas tales como las producidas por el “herpes virus bovino Tipo 1 (Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina IBR), el virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB), la Leucosis Viral Bovina;
agentes bacterianos como Brucella abortus, Campylobacter foetus Sub. Venerealis y Leptospira
interrogans serovar hardjo y de otras bacterias como Streptococcus agalactiae, Actinomyces
pyogenes y E. coli” (Duica, 2010).

Los criterios generales para la seleccion de donantes segun B et al (2008) son los siguientes:

Ciclos estrales regulares y que hayan comenzado a temprana edad

Dos 0 menos servicios por concepcién en afos anteriores

Comportamiento individual superior en caracteristicas de importancia econémica

Crias superiores a la media del rodeo, especialmente comparado con sus medio hermanos
(hijos del mismo toro)

Ningun problema al parto o irregularidades reproductivas

Ningun defecto genético o de conformacion detectable

Entre 3 y 10 afios de edad

Historia de buena repuesta en superovulacion anteriores.

Hobdhde

© No O

7.5. SUPEROVULACION

B¢ et al (2008), enuncia que el principal objetivo de los tratamientos de SOV es producir un gran
numero de ovulaciones y obtener el maximo nimero de embriones trasferibles que resulten en una
alta probabilidad de prefiez. Sin embargo, la respuesta de los animales es muy variable y depende
de diversos factores. La continua necesidad de elaborar protocolos de transferencia de embriones
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a tiempo fijo mas simples, han conllevado al uso de programas SOV que van desde la
implementacion de la técnica de ablacién folicular, y uso de estrégenos y progestagenos con el fin
de sincronizar el control de la emergencia de la onda folicular en hembras donantes de embriones.
(BO,et al. 2011).

Las gonadotropinas ejercen su efecto sobre el ovario interviniendo en el crecimiento folicular,
incrementando la multiplicacion celular, el crecimiento del ovocito y preparando todo el sistema
reproductivo, estas hormonas efectdan su accion en el ovulo produciendo la salida de un mayor
numero de foliculos primordiales del pool folicular y rediciendo considerablemente el nimero de
foliculos atresicos. Para alcanzar este fin es necesaria la utilizacion de hormonas gonadotropas
exogenas. La utilizacion de hormonas para el control del desarrollo folicular bovino varia segun
la presentacién comercial y pais, las méas utilizadas son; la gonadotropina del suero de yegua
gestante (PMSG), la gonadotropina menopausica humana (HMG) y la hormona foliculo
estimulante (FSH), de la cual existen numerosos productos en el mercado que proceden de diversos
origenes: Pluset, Folltropin, Ovagen y Stimufol. (De la fuente,2001).

Segun estudios, la respuesta superovulatoria en revisiones de programas experimentales y
comerciales de transferencia embrionaria (T.E), evidencian un resultado de 6.2 embriones
transferibles colectados por hembra donantes, sin embargo, la variabilidad no es homogénea, el
24% de las colectas no producen embriones viables, 64% de las donadoras producen pocos
embriones transferibles y solo el 30% de las colectas o lavados producen 70% de los embriones
(Valladares,2010).

7.5.1. Control del desarrollo folicular y superovulacion

Existen diferentes métodos mediante los cuales se puede controlar la dindmica folicular del bovino,
por ejemplo, la ablacion folicular es un método mecanico el cual consiste en la eliminacion de
todos los foliculos en desarrollo mediante puncion de los mismos utilizando ultrasonografia
transvaginal lo que da como resultado en el inicio sincrénico de una onda folicular 1.5 dias
después. Asimismo, el uso de hormonas para sincronizar el inicio de la onda folicular y la
combinacion de estas (estrogenos y progestagenos), “Las gonadotropinas actdan sobre el ovario
ejerciendo su influencia en el crecimiento folicular, modificando la multiplicacién celular, el
crecimiento del ovocito y el desarrollo del antrum: de esa forma, aumentan la salida de foliculos
primordiales del “pool” folicular y se reduce el nimero de foliculos atresicos” (Mariana, 1980).

Como método hormonal los tratamientos con gonadotrofinas 0 GnRH inducen la ovulacion del
foliculo dominante, y el uso consecuente de estrogenos y progestagenos inducen la supresion de
los foliculos en desarrollo. La superovulacion es un area que requiere estricta atencion y cuidado.
Las investigaciones realizadas en los Gltimos afios no han podido solucionar todavia la variabilidad
de la repuesta superovulatoria en la vaca. En un comienzo, los protocolos de SOV iniciaban entre
los dias 8 y 14 del ciclo estral, esta conclusién llego segun estudios en donde autores reportaban
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que en los dias 8,9 y 10 del ciclo estral puede iniciar el comienzo de la segunda onda de desarrollo
folicular, posibilitando mejorar la sincronizacion de las hembras bovinas (Valladares. 2010)

Los protocolos de superovulacion en su mayoria son comenzados en la fase litea media, esto es
debido a que la fase lUtea del ciclo estral bovino es la mas larga también conocida como diestro, y
en el dia nueve aproximadamente comienza la segunda onda folicular, por lo tanto, el tratamiento
convencional tiene dos inconvenientes: “1) requiere tener personal entrenado y dedicado a la
deteccidn de los celos y una respuesta 100% efectiva a la pre-sincronizacion de todas las donantes
para tener el llamado “celo Base” y 2) desde el punto de vista practico, es imposible tener a todas
las donantes a ser superestimuladas al inicio de una onda folicular el dia que elegimos comenzar
con la aplicacion de la gonadotrofina.” (BO. et al. 2011).

Factores que afectan la respuesta superovulatoria en las donantes de embriones

Existen diversos factores que influyen directa o indirectamente en la respuesta superovulatoria del
animal, para lograr excelentes resultados en trabajos de colecta embrionaria es de vital importancia
el estudio y analisis de estos factores ya que de ellos dependeré el éxito o fracaso del programa,
aun conociendo dichos factores e intentando llevar un control de los mismos la respuesta de las
hembras donantes puede llegar a no ser uniforme y esto se debe principalmente a la variabilidad
en la fisiologia reproductiva de cada vaca, cada animal es un ser vivo distinto por lo cual presenta
diferentes resultados al verse sometido a un mismo protocolo es por ello que el éxito de un
programa de SOV dependeré de poder analizar bien el conjunto que puedan afectar directamente
al animal donante. Estos factores pueden ser divididos entre aquellos relacionados al tratamiento
superovulatorio y aquellos relacionados con factores individuales y fisioldgicos del animal (Bo.et
al,2008).

7.5.2. Factores relacionados al tratamiento superovulatorio

7.5.2.1. Hormona

Un protocolo de superovulacion debe ser claro, con el fin de brindar informacion precisa sobre la
aplicacién de las hormonas correspondientes para llevar a cabo el desarrollo adecuado del
protocolo, se han utilizado tres tipos diferentes de gonadotrofinas para inducir la superovulacion
en vacas donantes: gonadotrofinas de extractos de pituitaria de animales domésticos,
gonadotrofina coridnica equina (eCG) y gonadotrofina menopausica humana (hMG) (B6,2008).
Por estas razones la persona encargada de llevar a cabo las aplicaciones hormonales debera ser
muy responsable y consecuente en cuanto a su labor, debe tener capacitacion técnica para otorgar
un buen manejo de los animales y la aplicacion de las inyecciones que deben ser preferiblemente
por via intramuscular, se maneja la aplicacion de extractos de pituitaria en 2 inyecciones diarias
en las cuales se van a manejar en un rango A:M-P:M, teniendo asi que si la primera aplicacién es
a las seis de la mafiana, la segunda sera a las seis de la tarde, ya que, la vida media de la FSH es
de 5 h y por lo tango se deben administrar cada 12 h por via intramuscular (i.m) (Laster,1972).
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7.5.2.2. Tipos de gonadotrofinas utilizadas

Existen tres tipos diferentes de gonadotrofinas a nivel comercial que se han utilizado para indicar
la superovulacion en vacas donantes: gonadotrofinas de extractos de pituitaria de animales
domeésticos, gonadotrofina corionica equina (eCG) y gonadotrofina menopausica humana (Hmg).
Los extractos de pituitaria son los mas utilizados, dichos extractos poseen cantidades variables de
FSH y LH dependiendo del producto y el laboratorio que los manufactura. En su mayoria los
tratamientos con gonadotrofinas consisten en dosis decrecientes de FSH durante 4 o 5 dias para
estimular el desarrollo folicular (Bo et al,2008).

e Folltropin-v (Bioniche Animal Health Canadé inc.). Es un extracto altamente purificado
obtenido a partir de glandulas pituitarias de porcinos cuidadosamente seleccionado, tiene
una concentracion de LH baja en relacion a la FSH, Cada frasco de 20 ml contiene FSH
equivalente a 400 mg de NIH-FSH-P1. Cuando se reconstituye segun las instrucciones de
la etiqueta de la solucion final contiene 20 mg / ml. (Bioniche animal Health. 2016)

e Pluset (calier, Espafia) Induccion de la superovulacion. Aporte adicional de hormona
foliculo-estimulante (FSH), es un extracto pituitario de porcino, Cada vial de producto
liofilizado contiene: Hormona foliculo — estimulante (FSH).500U.1. Hormona luteinizante
(LH) 500 U.I, viene en proporciones 50 / 50 de gonadotrofinas. (Calier, 2015)

e Ovagen (ICP, Nueva Zelanda) extractor pituitario ovino purificado con poca LH FSH (17.6
mg NIADDK - oFSH-17 /Vial) Agente inductor de superestimulacion folicular en animales
sometidos a programas de superovulacion y transferencia de embriones, Presentacion: 1
frasco ampolla conteniendo 17.6 mg NIADDK — FSH - 17 y 1 frasco ampolla conteniendo
20 ml de solvente. (Syntex, 2016)

Gonadotrofina corionica equina (eCG) es una glicoproteina compleja con actividad FSH y LH.
Posee una vida media larga en el sistema circulatorio de la vaca, las dosis de eCG recomendadas
oscilan entre 1500 a 3000 Ul por animal, usandose generalmente 2500 Ul en una inyeccion
intramuscular (B6.et al.2008), comercialmente se encuentras productos como:

e Novormon 5000 (Syntex, Argentina) Dada su accion dual FSH/LH la eCG o PMSG actla
estimulando en forma directa el desarrollo folicular y la ovulacion en la mayoria de las
especies domeésticas. Los progestagenos (esponjas vaginales, implantes, dispositivos, etc.)
utilizados en muchas especies en forma previa, inhiben la liberacion de hormonas
luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH) de la hipdfisis, frenando la ovulacion hasta
el momento deseado. Cuando los progestdgenos son retirados, la concentracion de
Progesterona en sangre cae rapidamente con lo cual el animal puede entrar en celo. La
administracion de eCG en ese momento potencia la accion sincronizante de los
progestagenos asegurando una perfecta sincronia de celos fértiles (Syntex, 2016)
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e Folligon (MSD, ANIMAL HEALTH) Folligon es una gonadotropina sérica de yegua
prefiada (eCG) con actividad de la hormona foliculo estimulante (FSH) en forma de polvo
blanco cristalino liofilizado, En hembras aumenta la actividad ovérica, o que permite
mejorar la fertilidad estimular el crecimiento y maduracion de los foliculos, Cada frasco
contiene: eCG 1000 U.I. (MSD, 2016)

El proceso de foliculogenesis es dependiente de hormonas gonadotroficas como la FSH y la LH,
pero existe mucha variabilidad entre las concentraciones de estos extractos, un extracto con poca
cantidad de LH conllevara a una mejor respuesta superovulatoria. Mediante el uso correcto de
gonadotrofinas, los foliculos antrales pequefios empiezan a madurar y a desarrollarse, este grupo
folicular de aproximadamente 3-6 foliculos (2-5 mm) es seleccionado gracias al aumento en la
concentracion de la hormona FSH. (Palma,2008).

7.5.2.3. Via de administracion de las gonadotrofinas

La via de administracion de las gonadotrofinas es muy importante, en los protocolos tradicionales
de dos inyecciones diarias de gonadotrofinas (a:m-p:m) se observa que la administracion
intramuscular proporciona una respuesta superovulatoria significativamente mayor al compararse
con inyecciones subcutaneas (Bo.et al. 1991).

7.5.2.4. Protocolos hormonales

En el mercado existen diversos protocolos hormonales enfocados a la superovulacion, estos
protocolos pueden tener limitaciones segun el pais de donde se trabaje y segun la disposicion de
productos hormonales. En paises como USA, y los conformados por la unién europea, tienen
prohibido el uso de estrogenos y progestagenos en programas SOV, lo cual pone en dificultades a
los profesionales encargados de realizar estos procedimientos (Lane et al., 2008).

En Colombia el uso comercial de progestagenos y esteres de estradiol es permitido, las
combinaciones de estos dos compuestos hormonales permiten la atresia de todos los foliculos y
por consecuente el crecimiento de una nueva onda folicular. La ablacion folicular como método
de sincronizacion implementado en programas SOV se obtienen ciertas ventajas para los
profesionales y productores que no pueden emplear esteres de estradiol y progesterona; la ablacion
folicular permite iniciar el tratamiento superovulatorio, 24 horas después de realizado el
procedimiento, en el periodo de 8 a 12 dias post estro, logrando resultados favorables en programas
SOV vy reduciendo en total los dias del tratamiento comparandolo con el tratamiento SOV
convencional. (Perez,2011).
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llustracion. Protocolo tradicional de superovulacion

PGFza

Estro Estro CE
PGF2. _ + 1A
| | | | | | o
| | | | | | g
D-0 D-10 D-13 D-0 D-7

Adaptado de: B9, 2010.

7.5.2.4.1. Ablacion folicular

La implementacion de la ablacion folicular, mediante la ultrasonografia transvaginal es un método
eficaz al momento de iniciar un protocolo de sincronizacion en hembras donantes, esta técnica
permite la aspiracion de los foliculos (>5mm) presentes en el ovario, esto resulta en el incremento
significativo de la FSH en sangre y el posterior reclutamiento de una nueva onda folicular 1,5 dias
después (Bergelt. Et al. 1994).

Tabla 2. Protocolo de superovulacion con ablacion folicular

TRATAMIENTO
Dia0 Am Ablacién folicular + insercion de un dispositivo con P4
Dia2 Amypm FSHim
Dia3 Am-pm FSHim

Dia4 Am FSHi.m + PGF i.m
Pm FSH i.m

Dia5 Am FSH i.m + retirar dispositivo con P4
Pm FSH i.m

Dia6 Am Celo y/o GnRH
Pm IA

Dia7 Am IA

Dial3 Am Coleccion de embriones

Adaptado de: B6, 2008.

7.5.2.4.2. Tratamiento con progestagenos y estrégenos

Los progestagenos son compuestos similares a la P4 que estan en el mercado desde hace varios
afios, dentro de estos podemos citar a los de administracion oral como el acetato de melengestrol
(MGA), los implantes subcutaneos de norgestomet (syncro-mate-B y crestar) y los dispositivos
intravaginales con progesterona (PRID, CIDR-B, DIB, Triu-B, Cue-mate, etc.). (Bd.et al. 2008).
Los dispositivos intravaginales son sumamente usados a nivel comercial debido a su facilidad de
manejo, estos dispositivos deben ser desinfectados antes de ser puestos en el tracto vaginal de la
hembra bovina, para ello es recomendable el uso de amonio cuaternario para desinfectar ,en lugar
de yodo, ya que el yodo puede irritar la mucosa vaginal, existen productos que van cargados con
0,7 gr — 1 gr de progesterona, estos dispositivos son de liberacion lenta y en su primer uso pueden
liberar hasta el 60% de progesterona, lo cual nos indica que el 40% restante se libera a partir del
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segundo uso, es por ello que se recomienda maximo de un uso en programas SOV.
(Davanco,2015).

llustracion 10. Protocolo de SOV con progestadgenos y estrogenos.

E2+P4 PGFz4 cE
Estro
| L
1 1 1 1 1 1
| | | | | —
D-0 D-4 D-7 D-8 D-15

Recuperado de: Lozano, 2010.

Tabla 3. Protocolo de SOV con progestagenos y estrogenos.

DIA HORA ACTIVIDAD
0 8:00a.m.  Dispositivo intravaginal bovino + P4 inyectable: 2 mg. im. +
(estradiol) benzoato de estradiol 2.5 mg. Im

4 6:00a.m.  FSH: 2.0 mg. im.

4 6:00a.m.  FSH: 2.0 mg. im.

5 6:00a.m.  FSH: 1.5 mg. im.

5 6:00a.m.  FSH: 1.5 mg. im.

6 6:00a.m.  FSH: 1.0 mg. im.

6 FSH: 1.0 mg. im. + prostanglandina: 2 mg. i.m.

7 6:00a.m.  FSH: 0,5 mg. im. + prostanglandina: 2 mg. i.m. retiro dispositivo
P4

7 6:00a.m.  FSH: 0.5 mg. im.

8 6:00a.m.  GnRh: 2,5 mg.i.m. + IATF

8 6:00 am. IATF

9 6:00a.m. IATF

15 6:00 a.m.  Colecta, transferencia y congelaciéon de embriones

24 8:00a.m.  Prostanglandina. 2 mg.im.

Progesterona:(Sincrogest 1 gr, gestavec); estradiol: (benzoato de estradiol); FSH: (folltropin);
prostanglandina: (sincrocio); GnRh:(sincroforte).

7.5.3. Factores externos

7.5.3.1. Clima

Dentro de los factores externos que intervienen dentro del programa para la obtencion de
embriones el clima toma un rol muy importante; el animal donante primero debe adaptarse a las
condiciones climaticas y a los cambios bruscos de temperatura que se puedan presentar, Colombia
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al ser un pais ecuatorial presenta un clima muy homogeéneo a lo largo del afio, pudiendo variar
segun se presenten los fenomenos atmosféricos como lo son el fendmeno del nifio o de la nifa,
acompariados de altas temperaturas, escases de agua Yy escases o disponibilidad de alimento segun
se presenten tiempos de sequia o de lluvias, estos factores determinan la capacidad reproductiva
que una hembra donante pueda tener. Veles et al. (2010) menciona que la activacion del eje
hipotdlamo-hipofisiadrenal ante situaciones de alerta (estrés) libera mecanismos que estimulan la
adaptabilidad del organismo, aumentando asi las oportunidades de supervivencia. Sin embargo,
dicha activacion y sus hormonas en lo individual afectan el funcionamiento reproductivo de varias
especies animales en diversos niveles: secrecion de GnRH hipotaldmica, secrecion de
gonadotropinas desde la hipdfisis, funcionamiento gonadal y falla en la expresion conductual del
estro (Alvarez,2008).

El clima ademas es unos de los principales actores mas influyentes en el desarrollo y recuperacion
adecuada de pasturas, el clima determina la cantidad de alimento disponible dirigido para la
nutricién adecuada de las hembras donantes, el forraje al ser la fuente de alimento méas econémico
para la produccién no suple todas las necesidades de las hembras donantes (Peri.2015).

“Ante este marco, los Sistemas Agroforestales y los Silvopastoriles tienen un rol importante en
Latinoamérica, como herramientas para satisfacer la provision de bienes, la generacion de empleo
y de servicios ambientales. establecer sistemas silvopastoriles con leguminosas y especies arboreas
para ramoneo es una estrategia ideal que contribuye a la nutricion de las hembras y ofrece
alternativas para el mantenimiento en épocas dificiles. En las ultimas dos décadas la comunidad
cientifica, algunas empresas innovadoras y numerosas familias campesinas latinoamericanas
demostraron que los sistemas agroforestales y silvopastoriles son apropiados para intensificar areas
de pastoreo y ademas desempefiar un rol estratégico en la provision de alimentos de buena calidad
y bienes forestales” (Peri.2015).

7.5.3.2. Nutricion

La nutricién juega un papel importante sobre la reproduccion. Belén (2011), menciona que el
estado nutricional en el que se encuentren los animales a momento de iniciarlos en un tratamiento
superovulatorio es clave, ya que de ello dependera la respuesta embrionaria, se aconseja el manejo
adecuado de las raciones nutricionales con el fin de brindar altos niveles energéticos a la hembra
bovina. Por esta razon debe existir un balance energético ideal para que los animales no caigan en
déficit o en excesos. Al existir un balance energético negativo, el estado endocrino y la
funcionalidad ovérica sera vista afectada, demostrando resultados deficientes al final del protocolo
SOV, evidenciados en ovulos menos fértiles. La importancia de los macrominerales es importante
también, las funciones reproductivas se ven controladas por macrominerales como: el calcio,
fosforo, azufre, magnesio, potasio, sodio y cloro, es por ello que su inclusion adecuado en un
balance nutricional eficiente permite el desarrollo normal de donantes y receptoras en programas
de transferencia de embriones (Gorosito,2007).
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Una vaca con condicion corporal pobre presentara problemas reproductivos al momento de
sintetizar hormonas esteroideas esto se debe a que el precursor de dichas hormonas como los
estrégenos y progesterona es el colesterol, por el contrario, si la condicidn corporal es muy alta se
presenta otro problema; Orellana & Peralta (2007) mencionan que las hembras bovinas al poseer
una condicion corporal elevada, acumulan demasiada grasa a nivel subcutaneo y alrededor de los
ovarios, esto, afecta la eficiencia de las drogas implementadas. Es recomendable trabajar a vacas
en condicion corporal de 2.5-3 en una escala de 1 — 5, la nutricion debe ser la principal herramienta
a trabajar para obtener una buena respuesta superovulatoria de los animales, una buena
suplementacidn energética y mineral garantizara un mejor rendimiento reproductivo. “Un balance
energético negativo en vacas se traduce en un retraso en la ovulacién postparto, por falta de
metabolitos para secrecion hormonal, afectando la rentabilidad de las producciones lecheras”
(Moyano & Rodriguez.2014), el colesterol es el principal componente precursor de hormonas
esteroideas, hormonas como la progesterona y estrogenos; Bajo la influencia de la progesterona,
el Utero produce una sustancia nutritiva para el embrion llamada leche uterina. A la vez, la P4
fomenta la formacion del tapon mucoso en el cérvix, este tiene la funcion de evitar el ingreso de
microorganismos al utero (Dejarnette & Nebel. 2006), la P4 suprimen la secrecion de la hormona
LH, este efecto resulta en la inhibicion de la maduracion final del foliculo y la ovulacion, esta
supresion es efectuada por el feed-back negativo que ejerce la progesterona sobre el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas, la otra hormona esteroidea que necesita colesterol para su adecuada
sintesis es el estrogeno, “los estrégenos, provocan las manifestaciones de la conducta del estro o
celo, determinan mayor vascularidad de los conductos genitales, produce la secrecion de las
glandulas mucosas del cérvix y de la parte anterior de la vagina y provocan el crecimiento del
sistema de conductos de la glandula mamaria. La femineidad o caracteres sexuales secundarios de
la vaca se deben principalmente a la accion de los estrégenos” (Rafaelli. 2013)

7.5.3.3. Efecto de la raza

La gran variabilidad individual de hembras bovinas en programas SOV es evidente y representa
un factor no controlable (B6.et al.2008), es por ello que se deben manejar todas las variables
posibles para asi poder obtener una mejor respuesta superovulatoria y mayores resultados, en este
sentido Chupin.et al. (1985) sugiere segun su estudio, animales de la raza Holstein necesitan una
cantidad mayor de FSH, mientras que animales de la raza charolais, requieren una proporcion
mayor de LH para obtener una maxima respuesta superovulatoria. Es por ello que se deben ajustar
los protocolos dependiendo de cada situacion, teniendo en cuenta factores de manejo, temperatura,
edad entre otros, estos requerimientos especificos para cada sistema productivo pueden provocar
una impresion de dificultad al momento de superovular hembras bovinas (Jimenez.2009).

Analizando comparativamente a los animales Bos Taurus y Bos Indicus, existen diferencias a nivel
reproductivo desde su pubertad, teniendo asi que los animales Bos Taurus son mas precoces
reproductivamente, entrando a la pubertad entre los 14-19, meses, mientras que los animales Bos
Indicus llegan a la pubertad a partir de los 19-20 meses. Dentro de los factores que influencia la
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presentacion del primer estro estan: el ambiente, la raza, el fotoperiodo y estado nutricional
(Cunningham, 1997).

Segln reporta Aké.et al. (1995) comparando animales Bos Taurus y Bos Indicus sobre la respuesta
SOV, encuentra que las donantes Bos Indicus tuvieron mayor promedio de cuerpos luteos (15.1 +-
7.4 vs 10.8 +- 4.9, respectivamente; P> 0,005) y mayor promedio de embriones recuperados que
las donadoras Bos Taurus (11.6 +- 7.9 vs 6.6 +-4.1, respectivamente, p>0.005). En cuanto al
promedio de embriones transferibles por donadora, también se observo una ligera superioridad de
los animales Bos Indicus con respecto a los Bos Taurus (7.8 +- 4.2 vs 6.6 +- 4.1, respectivamente;
">0.05).

7.5.3.4. Edad

La edad juega un papel clave, como se mencionaba anteriormente los animales Bos Taurus son
mas precoces reproductivamente, llegando mas rapido a la pubertad, gracias a esto los Bos Taurus
comenzaran a ovular méas pronto y podran entrar a programas de SOV a una edad mas temprana
en comparacion con los Bos Indicus. Los animales jovenes son mas susceptibles al efecto
provocado por hormonas exdgenas, sobre todo a la FSH (Hasler.et al. 1983). Este mismo autor
reporta en un estudio donde analiza las tasas de prefiez, concluyendo que los animales mayores a
15 afios presentan tasas de prefiez mas bajas.

Tabla 4.Efecto de la edad sobre el nimero de embriones producidos

Edad N Estructuras/  Embriones/  Fertilizaciébn Recuperacion
Donante Donante (%) (%)
Novillas 28 6,1 3,8 69 57
Novillas 26 8,0 5,3 67 80
primer parto
3-6 afios 282 10,6 6,8 67 90
7-10 afios 224 10,6 6,9 67 83
11-14 afios 64 9,7 53 57 83
>14 afios 9 5,6 2,6 50 97

adaptado de Hasler et a1.1983

7.5.3.5. Manejo

Aspectos basicos como un buen manejo garantizan una calidad productiva y reproductiva de las
hembras donantes, un mal manejo podria traer consecuencia negativa en los animales, no manejar
adecuadamente protocolos para el ordefio, no aplicar las buenas practicas ganaderas y el uso
constante de tdbano u otras medidas que generan estrés en los animales se veran representado en
un futuro como bajas productivas y reproductivas en el animal objetivo. en un estudio realizado
por Lozano.et al. (2010) se evalud el efecto que tenia el estrés calorico sobre la produccion de
embriones en vaca superovuladas, para ello vacas lactantes de la raza Holstein fueron
superovuladas en la época templada (n=20) y célida (n=22). Los embriones fueron colectados,
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congelados y transferidos a vacas Holstein lactantes durante la época templada (n=54) y célida
(n=53). En los resultados, la respuesta superovulatoria (85.1%) y la tasa de fertilizacién (76.2%)
fueron similares en ambas épocas (P>0.05). En la época templada, el nimero de Gvulos y
embriones (10.6), y embriones transferibles (7.4) colectados por vaca fueron superiores a los
observados en la época célida (6.1 y 4.4, respectivamente) (P<0.05).

7.5.3.6. Calidad seminal

La calidad seminal intervine directamente sobre la fertilidad embrionaria, escoger buenas pajillas
que posean una buena cantidad y calidad seminal postdescongelacion permitira incrementar los
porcentajes de prefiez. Chenowet (2007) hace referencia en su estudio sobre la calidad seminal
sobre la tasa de fertilizacion y calidad embrionaria obtenida.

Tabla 5.Efecto de la calidad seminal sobre la tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria.

Calidad seminal Fertilizacion (%) Embriones excelentes (%)
Excelente 82,1 A 61, 22
Bueno 67,6 b 55,7b
Regular 58,3 ¢ 539¢c
Malo 51,3d 33,7d

Adaptado de chenowet, (2007)

7.6. RECUPERACION DE EMBRIONES (CIRCUITO CERRADO)

Para realizar el lavado o colecta de embriones, se utilizan sueros enriquecidos con proteinas y
nutrientes junto con medios de colecta, los cuales deben dar un confort al embridn que es colectado.
En este modelo, se implementa entre 1-1.5 Its de medio de lavado uterino el cual se une a la sonda
Foley de dos vias mediante un sistema de conduccion con valvulas de ingreso y de salida, el cual
permite su llegada al cuerno uterino para proceder a la colecta, una vez que no entra mas medio de
lavado al cuerno uterino se cierra el tubo de entrada y se masajea de manera que el medio lave
todo el cuerno. Luego se abre el tubo de salida y se colecta el medio por gravedad (B0 et al.2008),
llegando de esta forma al filtro de colecta embrionaria.

Una vez terminado el procedimiento en un cuerno, se desinfla el balon de la sonda Foley, ubicando
la sonda en el otro cuerno, volviéndose a inflar el balon para facilitar la permanencia del sistema
en el cuello uterino mientras se realiza el procedimiento. “debe tenerse mucho cuidado en que la
punta del estilete no pase a través de uno de los orificios de la sonda Foley ya que esto producira,
sin duda, una ruptura del cuerno “(B¢ et al.2008)
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7.7. EVALUACION DE LOS EMBRIONES

Después de recuperado el medio de lavado uterino (solucion PBS) los embriones deben ser
aislados del volumen total utilizando diversos métodos de filtracién y drenaje, de esta forma
comienza la clasificacion morfoldgica y calidad segun la IETS. (De la fuente,2001). La evaluacion
embrionaria permite obtener indices de calidad y su comercializacion a nivel internacional es
supervisada por la IETS, la seguridad sanitaria que ofrecen los embriones facilita su importacion
y exportacion permitiendo el uso de diferentes razas de animales y su genética, debido al bajo
riesgo de transmision de enfermedades. “Dado el reducido tamafio del embrién y su movilidad
limitada se reducen las posibilidades de exposicion a los agentes patdgenos, no existiendo al inicio,
entre 6 y 9 dias de gestacion ningdn intercambio directo ni gaseoso ni metabolico entre el embrion
y el ambiente uterino, Por Gltimo, la zona pellcida, cuando esté intacta, al ser una membrana no
celular actla a manera de barrera fisica para bacterias y virus que no podran penetrarla, aunque
podrian acompafarle en la recogida y posterior transferencia” (De la fuente,2001). Los embriones
se suelen clasificar en base a un sistema de codigo de nimero para su etapa de desarrollo (de 1 a
9) y por su calidad (1 a 4). Los principios basicos de la evaluacion de embriones se describen
brevemente. (B6 & Mapletoft.2013)

La Evaluacion de embriones bovinos se hace normalmente con un estereomicroscopio a 50 a 100X
de aumento, con el embrion en un pequefio plato de sujecion. Es necesario buscar en todo el plato
de sujecion con el fin de ver el embrion y zona pellcida desde diferentes perspectivas. El didmetro
total del embrion bovino es de 150 a 190 micras, incluyendo un espesor de la zona peldcida, de 12
a 15 micras. El diametro total del embrion se mantiene practicamente sin cambios desde la etapa
de células hasta el estadio de blastocisto. Un embrién ideal es compacto y esférico (B6 &
Mapletoft.2013)

La clasificacion embrionaria sigue las normas de la IETS (Sociedad internacional de transferencia
de embriones) y permite altos estandares de calidad mediante la clasificacién de los embriones
bajo su calificacion segun los estados de desarrollo y calidad embrionaria (B6 & Rodriguez. 2006)

7.7.1. Estados de desarrollo

Los primeros estadios se denominan segun el nimero de células presentes: 2 células, 6 células, 8
células, hasta 16 células, a partir de este punto Bé.et al. (2008) propone la clasificacién embrionaria
de la siguiente forma:

e “Morula (estadio 4): se asemeja a una mora. Las blastomeras son dificiles de distinguir
unas de otras. La masa de células (embrién) ocupa casi todo el espacio perivitelino (edad
estimada de 5 dias)

e Mobrula compacta: las blastomeras se han juntado formando una masa compacta. El
embrion ocupa el 60-70% del espacio perivitelino.
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e Blastocisto temprano (estadio 5): presenta una cavidad con fluido o blastocele, dando la
apariencia de un sello como anillo. EI embrion ocupa 70-80% del espacio perivitelino. Se
puede en este estado diferenciar en forma visual el trofoblasto y el macizo celular interno
(edad estimada 7 dias).

e Blastocisto (estadio 6): presenta una diferencia clara entre el trofoblasto externo y el
macizo celular interno (mas oscuro), el blastocisto es identificado con claridad y el embrion
ocupa casi todo el espacio perivitelino (edad estimada 7-8 dias).

e Blastocisto expandido (estadio 7): el didmetro aumenta 1.2 a 1.5 veces. La zona pelucida
se adelgaza aproximadamente 1/3 del grosor original. Los embriones en este estado se
pueden encontrar colapsados (edad estimada 8-9 dias)

e Blastocisto eclosionado: en este estado los embriones pueden estar en el proceso o estar
completamente fuera de la zona peldcida. Los blastocitos eclosionados son esféricos con
el blastocele bien formado o colapsado. Es muy dificultoso en este estado la identificacién
del embrion por un operado inexperto (9-10 dias.)”

[ ]

llustracion 11.esquema grafico de todos los estadios embrionarios posibles en la clasificacion 1-

9 marcada por la IETS.
@

1. 1-célula 2. 2-ceélulas 2. 4-cé[ulas
(1 Dia) (2 Dias) (3 Dias)

2. 8-células 2. 16-células 3. Mérula‘ temprana
(4 Dias) (5 Dias) (5-6 Dias)
ﬁ‘
4. Mébrula 5. Blastocisto temprano 6. Blastocisto
(6 Dias) (7 Dias) (7-8 Dias)

8. Blastocisto eclosionado

7. Blastocisto expandido (&' Dfas) 9. Blastocisto
(8-9 Dias) eciosionado expandic

(9-10 Dias)
Adaptado de: Bd.et al. (2008)
El cédigo para el grado de desarrollo es numérico. EI nimero 1 identifica un oocito sin fertilizar o
un embrion de una célula. EI ndmero 2 identifica embriones con dos a 16 células

(aproximadamente dia 2 a dia 5). EI nimero 3 identifica una morula temprana, y los nimeros 4 a
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9 identifican a los embriones en estadios posteriores a la compactacion, como se ilustra arriba. En
una transferencia comercia, generalmente los embriones son colectados a los 6 a 8 dias del ciclo
estral (de morula a blastocisto).

7.7.2. Calidad
Bd.et al.(2008) menciona las principales caracteristicas analizadas al momento de calificar los
embriones.

Forma del embridn

Color y textura de la masa celular

Numero y compactado de las blastomeras

Diferencia de tamafio entra blastomeras

Tamario del espacio perivitelino

Presencia de blastomeras sueltas, degeneradas o detritus celulares
Presencia, numero y tamafo de vesiculas (indican degeneracion)
Apariencia de zona pellcida.

Desacuerdo a las pautas anteriores Bé & Mapletoft (2013), clasifican los embriones de la siguiente
manera:

“Codigo 1: excelente o buena. Los embriones tienen una masa simétrica y esférica con
blastomeros individuales que son uniformes en tamafio, color y densidad. Este embrion es
consistente con su etapa de desarrollo esperado. Las Irregularidades deben ser
relativamente menor, y al menos 85% del material celular deben ser una masa embrionaria
intacta, viable. Este juicio debe basarse en el porcentaje de células embrionarias
representados por el material extruido en el espacio perivitelino. (B6 & Mapletoft.2013)

Codigo 2: aceptable. Estos embriones tienen irregularidades moderadas en la forma general
de la masa embrionaria o en tamafio, color, y la densidad de las células individuales. Al
menos 50% de la masa embrionaria debe estar intacto. La supervivencia de estos embriones
en el procedimiento de congelacion / descongelacion es menor que con los embriones
Grado 1, pero las tasas de embarazo son adecuadas si los embriones se transfieren como
fresco en receptores adecuados. Por lo tanto, estos embriones son a menudo llamados
"transferibles”, pero no "congelables".

Caodigo 3: Pobre. Estos embriones tienen importantes irregularidades en la forma de la

masa embrionaria o en tamafio, color, y la densidad de las células individuales. Al menos
25% de la masa embrion debe estar intacto. Estos embriones no sobreviven el /
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procedimiento de congelacion y descongelacion tasas de embarazo son inferiores a los
obtenidos con embriones justas calidad si transfiere fresco a los destinatarios adecuados.

e (Codigo 4: muerto o degenerando. Estos podrian ser embriones, 6vulos o embriones de
células 1. Ellos no son viables y deben desecharse.”

7.8. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES

La criopreservacion es una excelente herramienta en programas de transferencia de embriones,
este procedimiento permite conservar material genético de muy buena calidad por un tiempo
indefinido de tiempo, conservando genética y permitiendo su difusion, representa ademas ventajas
econdmicas, de manejo y sanitarias eliminando el problema de las enfermedades. Sustituyendo la
importacion de animales en pie por la de embriones congelados libres de enfermedades de
importancia sanitaria (Palma.2001), lo cual representa una gran ventaja, la exportacion e
importacion de embriones es por mucho un acontecimiento que diversifica la genética mundial de
ganado bovino facilitando el desarrollo de ganaderias las cuales representan el futuro alimenticio
de mercados especializados. Una ventaja importante de la criopreservacion supone la transferencia
de embriones en épocas determinadas para programar el nacimiento ideal segun la época del afio
(BO6 et al.2008), otra ventaja de este procedimiento es la facilidad de transporte, ya que los
embriones pueden ser colectados en un lugar, criopreservados y luego comercializados a cualquier
parte del mundo (BO et al.2013)

(Belascoain.et al.2010). define la criopreservacion como el proceso mediante el cual las células
germinales son congeladas a temperaturas bajas (-196 °C), con el fin de disminuir las funciones
vitales de la célula, y mantenerlo en un estado de vida suspendida por tiempo indefinido. “A esas
temperaturas, cualquier actividad bioldgica, incluidas las reacciones bioquimicas que producirian
la muerte de una célula, quedan efectivamente detenidas.” (Ochoa. 2011.p12.)

Dentro de los objetivos de la criopreservacion, Ochoa (2001) define que el objetivo de la
interrupciéon del metabolismo por un tiempo determinado arbitrariamente durante el que los
embriones se encuentran en una anabiosis (estado de vida latente) artificial. Por otra parte,
Medeiros. et al. (2002), cree que el objetivo principal de esta técnica, consiste en mantener la
viabilidad y funcionalidad celular por un periodo extendido de tiempo. En el proceso de
criopreservacion existen momentos criticos durante los cuales se producen eventos fisico-quimicos
que son resultado del cambio de temperatura y el desplazamiento de agua a nivel intracelular que
ocurre entre el embridn y el medio, procesos como el congelamiento y la descongelacion deben
efectuarse con la rapidez y adecuada metodologia para garantizar la viabilidad del embrién. Bo et
al (2008) menciona que los protocolos de criopreservacion han sido disefiados con el fin de
proteger a estas células de la formacion de cristales de hielo a nivel intracelular durante el
congelado y descongelado. para prevenir la formacion de cristales de hielo, el agua intracelular es
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reemplazada por crioprotectores permeables y los embriones son deshidratados a una tasa
relativamente lenta de enfriamiento. (B0 et al.2008).

7.8.1. Crioprotectores

Los crioprotectores son compuestos quimicos los cuales facilitan la preservacion de células por un
tiempo prolongado a bajas temperaturas (Belascoain.et al. 2010.). los crioprotectores son
moléculas hidrosolubles y de baja toxicidad, estos compuestos disminuyen la temperatura a la que
se produce la transicion del agua de estado liquido a sélido, interactuando con las moléculas de
agua al reducir su capacidad de formar enlaces entre ellas (Gil.2011).

Tipos de Crioprotectores.

La clasificacion de los crioprotectores segin B6 et al (2008) se presenta de la siguiente manera:

7.8.1.1. Permeables o intracelulares de bajo peso molecular:” metanol (PM=32,04), etilenglicol
(PM=62,07), 1,2 propanediol (PM=76,10), DMSO (PM=78,13), 2,3 butanediol (PM=90,12),
glicerol(PM=92,10) y otros alcoholes

7.8.1.2. No permeables de bajo PM: galactosa (PM=180,20), glucosa (PM=181,10), sacarosa
(PM=342,30), tetralosa (PM=378,3), y otros azucares

7.8.1.3. No permeables de alto PM (>50.000 Daltons): polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico,
almidon hidroxietilico, hialuronidato de sodio y otros polimeros.)

7.8.2. Conservacion de embriones

Un paso indispensable en la transferencia de embriones es la conservacion temporal de los
embriones recolectados de una donante antes de ser transferidos o congelados, ésta se realiza en
un medio de Solucién Buffer Fosfato (PBS), suplementado con 10% de suero fetal bovino que
representa 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. Belascoain, et al. (2010.) se recomienda transferir los embriones maximo 8 horas
después del empajillamiento.

“Los embriones de bovinos mantenidos en un medio no nutritivo por un largo tiempo y a
temperatura ambiente decrecen 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 técnica denominada
refrigeracion la cual se efectda vehiculizando los embriones en PBS envasados en pajuelas de 0.25
ml y colocadas en un refrigerador “(Belascoain,et.al.2010).
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7.8.3. Técnicas de criopreservacion

El proceso de criopreservacion se clasifica en equilibrado y no equilibrado, segun se utilicen
técnicas que logren 0 no un equilibrio osmatico entre el medio y el agua intracelular antes de la
congelacién del embrion. (Belascoain, et al.2010)

7.8.3.1._Criopreservacion en equilibrio

Las técnicas de criopreservacion en equilibrio logran cierto equilibrio entre la tasa a la cual el agua
sale de la célula (deshidratacién) y la tasa a al cual el agua es incorporada a los cristales de hielo
extracelular (Belascoain, et al.2010). la mayoria de los embriones de mamiferos se congelan por
métodos convencionales utilizando crioprotectores permeables y con tasas de congelacion lentas
y de descongelado relativamente réapidas. (B¢ et al.2008).

7.8.3.1.1. Tradicional: utilizados con mas frecuencia crioprotectores permeables, como el
glicerol y etilenglicol (Belascoain et al.2010).

Durante la fase inicial de preenfriamiento, los embriones se exponen a la presencia del
crioprotector en una fase que denominamos de equilibracion (Belascoain et al.2010), cuando el
embridn se expone a crioprotectores inicialmente se encoge por la pérdida de agua a causa de hiper
osmoralidad de la solucion extracelular y porque el embrion es mas permeable al agua que al
crioprotector (B6 et al.2008), la contraccién se detiene cuando se alcanza el equilibrio entre la
salida de agua y la entrada del CP (Belascoain et al.2010), de esta manera el embrion aumentara
nuevamente de tamafio y cuando la concentracion de solutos fuera y dentro de las células llegan a
un equilibrio ( aproximadamente 10 minutos a 22°C para el glicerol y menos de 5 minutos para el
etilenglicol) alcanzaran su volumen original. (B0 et al.2008).

Los procedimientos convencionales de congelado lento segun B6 et al. (2008) incluyen los
siguientes pasos:

- Exposicién de los embriones a temperatura ambiente (22°C) a concentraciones molares de
un crioprotector permeable de bajo peso molecular como el etilenglicol o el glicerol, hasta
que se alcanza el equilibrio entre la solucion crioprotectora y el embrion (Bo6 et al.2008),
la duracion de este periodo va a depender del crioprotector, el tiempo 6ptimo para el EG
es entre 5y 10 minutos y para el G es entre 10 y 20 minutos (Belascoain et al 2010.)

- Induccién de la formacion de cristales de hielo (“seeding”) entre -5y -7°C

- Descenso lento y controlado de la temperatura (0,3 a 1,0 C/min) hasta los -30°C 0 -35°C

- Colocacion en nitrogeno liquido (N2; -196 °C) donde puede permanecer almacenado
indefinidamente

- descongelacion controlada a alrededor de 250 °C/min (ej. Bafio maria a 25°C)

- Remocion del crioprotector a temperatura ambiente

- Transferencia del embrion a una receptora
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llustracion 12. Punto en donde se realiza el seeding.
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Recuperado de: B6 y Rodriguez, (2012).

La congelacion del embrién debe mantener la viabilidad del embrion al maximo y evitar la
formacion de cristales intracelular es que pueden llegar a destruir las células (Bo et al 2008.). al
realizar el seeding (alrededor de 2°C debajo del punto de congelacion del medio), ayuda a prevenir
el superenfriamiento y los dafios consecuentes del congelamiento rapido ocurridos debido a la
formacion réapida de nucleos de hielo (Duman 1982).

llustracion 13. Tasas de enfriamiento utilizadas en la congelacion convencional de embriones
bovinos
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Recuperado de Palma, (2001)

“Contrariamente a lo que ocurre con la congelacion, la descongelacion de los embriones debe
realizarse rapidamente (aproximadamente a 250°C/min) para evitar la recristalizacion, para la
descongelacion se colocan las pajuelas con los embriones en agua tibia a una temperatura de entre
20 a 35 °C por 15 a 30 segundos (B et al 2008).
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7.8.3.1. 2. Transferencia directa

Con esta técnica, la implementacion de crioprotectores altamente permeables tales como el
etilenglicol o el 1,2 propilenglicol es la mejor opcion (Belascoain et al 2010.), los embriones
bovinos son tan permeables a los glicoles que pueden ser transferidos directamente de una solucion
1,6 M de propilenglicol a un medio isotonico sin sufrir ningin dafio (Bo et al 2008.), de esta manera
las pajuelas pueden ser descongeladas y el embridn es transferido directamente al grupo de las
receptoras (Belascoain et al 2010). La criopreservacion de embriones con etilenglicol para
transferencia directa tiene una clara ventaja comparada con los métodos mas tradicionales (BO et
al 2008). El uso de etilenglicol tiene ciertas desventajas también, debido a su nivel de toxicidad el
procedimiento al momento de exponer los embriones a este crioprotector debe ser corto antes de
la criopreservacion. el protocolo de congelacion y descongelacion de embriones segun Bo et al
(2008) es el siguiente:

Congelacion
- Clasificar los embriones (grado 1)
- Lavar los embriones segiin normas IETS y volver a clasificarlos
- Colocarlos en EG 1,5 M y cargar la pajuela (ver ilustracion 11)
Tiempo: entre 5-10 minutos, dependiendo de la temperatura ambiente
- Colocar las pajuelas en la congeladora (-5 a -7°C) y dejar 1 a 2 minutos.
- Realizar el “seeding”
- Congelar a 0,6 °C por minuto hasta -35°C
- Sumergirlas en N2
Descongelacion
- Sacar la pajuela y colocarla en bafio maria a 30°C hasta que se descongele la pajuela
- Secar la pajuela y transferir el embrién dentro de los 15 minutos de descongelado

lHustracion 14. Método para cargar un embrion en una pajuela de “transferencia directa” o
“DT” (en una solucion de etilenglicol 1,5 M)

Recuperado de: B6, et al. (2008)
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7.8.3.2. Criopreservacién no equilibrada

7.8.3.2.1. Vitrificacion

la técnica de criopreservacion de embriones mediante el procedimiento tradicional es utilizada
ampliamente, pero conlleva el uso de equipos de congelacion y un estereomicroscopio, los cuales
poseen un elevado valor en el mercado. Estos pasos pueden ser reemplazados por un procedimiento
relativamente simple llamado vitrificacion Rall & Fahy. (1985), La solucion vitrificante (SV) lleva
incorporado crioprotectores en alta concentracion Belascoain et al (2010), casi todos los
procedimientos de vitrificacion de embriones se realizan en altas concentraciones de
crioprotectores, alrededor de 6 M, de glicerol, etilenglicol, DMSO o0 mezclas de estas soluciones
crioprotectoras MacFarlane & Forsyth. (1990). Todo el procedimiento desde el equilibrio hasta la
inmersion en NL no requiere mas de 10 minutos. En condiciones précticas, la vitrificacion se logra
mediante la inmersion directa en NL (Belascoain et al 2010).

El procedimiento de descongelacion de los embriones vitrificados debe ser rapido, a bafio maria
(37°C), generalmente, los embriones descongelados se ponen inmediatamente en soluciones con
mucha menos concentracion de crioprotector mas 0,5 a 1,0 M de sucrosa o galactosa para evitar
que el agua ingrese a las células al diluir los crioprotectores B0 et al (2008).

7.9. SELECCION DE RECEPTORAS

Reproductivamente hablando, una buena hembra receptora es capaz de recibir un embrion y
permitir la gestacién normal de esto hasta el dia del nacimiento Albeiro, (1993). La receptora debe
poseer un buen tamario, ser sana en su totalidad y poseer buena capacidad lechera Albeiro, (1993),
para poder parir sin grandes dificultades y alimentar al ternero.

El embridn, cuando es transferido, debe encontrar un ambiente uterino parecido al que estaba
expuesto en el animal donante. De la fuente. (2001). el tener unas buenas receptoras garantizara el
éxito o el fracaso del programa de T.E, cabe destacar que éstas deben ser animales de un buen
tamarfio, con una condicién corporal optima, sin parasitos y libres de enfermedades, sobretodo
enfermedades de tipo reproductivo, si bien las receptoras no transmiten caracteristicas genotipicas
al embridn, si es importante tener animales con buena capacidad materna, ya que esta es una
caracteristica que puede influir en el nonato, la docilidad de la receptora también juega un papel
crucial, ya que una vaca inquieta, que no se deje manejar y que sea de comportamiento agresivo
no garantizara una gestacion adecuada. Los animales jovenes, de buena conformacion, con un buen
historial reproductivo y con un balance energético positivo son ideales. De la fuente, (2001)

El tamafio de una hembra receptora se debe analizar segun el tipo de embrion que se implantard,
particularmente en las razas de carne, se busca un gran tamario de ternero con pesos al nacimiento
de 40 0 50 kg. Palma (2001). Intentar implantar embriones de razas de gran tamafo en receptoras
de un tamafio mediano o pequefio, traerd como consecuencia la presencia de partos distdcicos,
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conllevando problemas éticos y econdmicos arriesgando tanto al nonato como a la receptora. El
tiempo final de la gestacion y el peso al nacer son dos factores determinados por la genética del
embrion y no por la genética de la receptora. Albeiro, (1993).

7.9.1. Edad

“la vaquillona permite obtener tasas de prefiez ligeramente superiores, sin embargo, los problemas
de manejo durante la gestacion, el parto y la lactancia pueden producir resultados finales inferiores
a los de las vacas, contar con hembras receptoras propias en una produccion es un trabajo que
conlleva tiempo y constancia para obtener buenos resultados. El uso de vacas multiparas, con
historia reproductiva conocida, que garantiza en cierta manera su comportamiento futuro, sumado
al hecho de tener menos problemas de parto, hacen que éste sea finalmente el animal de eleccion”.
(Albeiro,1993)

7.9.2. Examen clinico

El examen clinico tiene como objetico chequear la condicidn general y reproductiva del animal,
es importante que una receptora no presente abortos constantes y posea ciclos estrales regulares,
ya que pueden ser indicios de enfermedades de tipo reproductivo como la brucelosis, la vacunacion
y desparasitacion de rutina no se puede dejar de lado. Albeiro, (1993), propone detectar el calor
dos veces al dia, sera revisada via rectal siempre y cuando no presente celo durante 25 dias.
Resumiendo, el manejo adecuado de las receptoras incluye la seleccién de buenas hembras tanto
reproductivas como productivas, libres de enfermedades y con una nutricion que supla sus
requerimientos diarios. Palma, (2001).

7.9.2.1. Didmetro luteal de la hembra receptora

La evaluacion reproductiva de los ovarios mediante la ultrasonografia pretende analizar las
estructuras ovaricas de la hembra receptora con el fin de brindar una clasificacion segun el
diametro del cuerpo lGteo, esta clasificacion se divide en tres grupos segun el didametro folicular:
CL mayores o iguales a 20 mm (CL 1), entre 16 y 20 mm (CL 2) y menores a 16 mm (CL 3).
Torres & Godoy, (2014).

Tabla 6.Clasificacion de los cuerpos lateos (CL) segun el didmetro luteal

CL3 CL2 CL1
<16 mm 16-20 mm >20 mm

7.9.3. Nutricion

Como se ha mencionado anteriormente sin una buena nutricion no puede existir reproduccion, es
por ello que la hembra receptora al igual que le donante debe tener una nutricién adecuada y
balanceada que supla sus requerimientos nutricionales antes, durante y después de la gestacion del
embrion implantado. Una buena nutricion de la receptora se vera traducido en un buen calostro y
este alimento es el mas importante en las primeras horas del neonato Brito. (2010), permitiendo el
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desarrollo normal reproductivo consecuente y la estabilizacion de ciclos estrales regulares, que
faciliten el manejo reproductivo dado por parte del profesional, una condicion corporal optima es
clave para la presencia de ciclos estrales regulares. Por otra parte, una condicion corporal muy
elevada ocasionando un caso de sobrepeso tampoco es ideal, Ya que esto produce trastornos en la
presentacion del ciclo estral o la sincronizacion de celos, ademas produce distocias en los partos,
trastornos de indice metabdlico y de transporte, adicionado a esto un desarrollo mamario precario
Brito (2012). Un aporte energético positivo es de vital importancia para la produccion de hormonas
esteroideas que intervienen directamente en aspectos como el celo, la ovulacion, desarrollo del
embrion y la posterior gestacion. No es conveniente que las receptoras posean sobrepeso, pero si
es conveniente que al menos 14 dias previos a la transferencia de embriones, estén ganando peso.
Cordova, (2011.)

7.10. PROTOCOLOS PARA LA SINCRONIZACION DE RECEPTORAS

La sincronizacién de la ovulacion para la transferencia de embriones a tiempo fijo utiliza el mismo
concepto que los protocolos desarrollados para IA, B6 et al. (2008) reporta un trabajo en donde
utilizaron 200 vacas cruza Brahman (1/4 a % Brahman) que fueron divididas al azar en dos grupos.
Las vacas en el grupo 1 (control) fueron sincronizadas con dos dosis de PGF (0.15 mg D (+)
Cloprostenol, preloban, Hoechst, argentina) cada 14 dias y observadas por sintomas de celo por 5
dias después de la segunda PGF (Tratamiento tradicional), las vacas en el grupo 2 recibieron un
CIDR combinado con 2 mg de EB y 50 mg de progesterona en el dia o, PGF en el momento de la
remocion del CIDR-B (dia 7y 1 mg de EB a las 24 h (Dia 8.) tabla 8.

Tabla 7. indices de prefiez en receptoras de embriones tratadas con CIDR-B y transferidas a
tiempo fijo y receptoras sincronizadas con PGF y transferidas a los siete dias de observado el

celo.
Grupo N Transf/trat Prefi/transf Prefi/trat
Control — PGF 100 60/100 (60%)  32/60 (53,3%)  32/100 (32%)
c/14
CIDR + 100 59/100 (59%)  37/59 (62,7%)  37/100 (37%)

(EB+P4) +EB
Los porcentajes no difieren (P>0.6)

Estos resultados muestran que es posible adaptar los protocolos de sincronizacion de la ovulacion

utilizados en 1A a esquemas de trabajo con receptoras de embriones y obviar el grave problema de
la deteccion de celos. B6 et al (2008)
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Tabla 8. Protocolo de sincronizacion hormonal ara receptoras en un programa de transferencia
de embriones

Dia Fecha Hora Actividad

0 07-feb-15  10:00 am P4(dispositivo intravaginal) + 2.0 mg de BE i.m.
5 12-feb-15  10:00 am PGF2mg. Im +eCG 2mg

8 15-feb-15  10:00 am Retiro dispositivo intravaginal

9 16-feb-15  10:00 am BE 1.0 mg. im.

10 17-feb-15 06:00 am Observar Celos

10 17-feb-15  06:00 pm Observar Celos

16 24-feb-15 Transferencia de embriones

P4 (dispositivo impregnado con progesterona (1gr) intravaginal); Sincrocio: (prostanglandina
f2a); folligon: (eCG)

Ilustracion 15.protocolo de sincronizacion hormonal en receptoras.

2mg EB + 50 mg P4

PGF T eCG 1|mg EB Transferencia de embriones a tiempo

‘ fijo

o 1 2 3 4 5 6 ¢ 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Dispositivo con progesterona

Adaptado de: Bo.et al 2008
7.11. TRANSFERENCIA NO QUIRURGICA DE EMBRIONES BOVINOS

la transferencia de embriones por método transervical, es una técnica ampliamente usada en
bovinos y requiere un material de trabajo minimo (pistola cassou para IA, pipeta descartable
plastica, pajuelas francesas de 0,25) B6 et al.(2008) .La hembra receptora es ubicada en el brete,
luego se procede a realizar un chequeo via rectal para localizar el ovario y verificar la presencia
del cuerpo llteo, también se aprovecha para realizar una evacuacion de las heces, ya que el embrion
se coloca en el cuerno uterino perteneciente al ovario que posea un cuerpo luteo de buen tamario
clasificandose el cuerpo IGteo en una escala de 1-5 0 segin su tamafio en mm, a continuacion se
realiza la aplicacion de la anestesia epidural caudal o baja con un analgésico local (lidocaina), esta
inyecciodn se coloca entre el sacro y la primera vertebra coccigea o entre la primera y la segunda
vertebra coccigea, se utiliza aproximadamente 1 cm de lidocaina 2% por cada 100 kg de peso vivo,
la aplicacidn de este analgésico tiene como funcion detener los movimientos peristalticos de la
ultima porcion del tracto digestivo del rumiante para facilitar la palpacion y el manejo de la pistola
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de transferencia durante el procedimiento, mientras la anestesia cumple su funcién se procede a
descongelar el embrion y colocarlo en la pistola de transferencia, se descongela la pajilla de 0,25
con el embridn a bafio maria (30°C por 20 segundos), posteriormente se retira el embrion del agua,
se procede a secarlo cuidadosamente sin hacer movimiento bruscos, manejandolo siempre del plug
o0 de las extremidades de la pajilla y evitando que le llegue luz directa, una vez bien seco, se retira
el plug y se procede a colocarlo en la pistola de transferencia, se coloca la funda de transferencia
y sobrefundas sanitaria, ya en la vaca es muy importante evacuar al animal rectalmente y limpiar
muy bien la vulva para asi introducir la pistola de transferencia, pasar el cérvix y llegar a la porcion
media del cuerno uterino, se comprime el embolo a una buena velocidad; posteriormente se
procede a retirar la pistola. Segun B6 et al (2008) la disposicion del embrion dentro de una pajuela
francesa (0,25 ml) es de la siguiente forma:

- Aspiracion de un pequefio volumen de medio de cultivo

- Aspiracion de una burbuja de aire

- Aspiracion de un pequefio volumen de medio de cultivo

- Aspiracion de una burbuja de aire

- Aspiracion del embrion con un pequefio volumen de medio de cultivo
- Aspiracion de otra burbuja de aire

- Aspiracion de medio de cultivo hasta llenas la pajuela

8. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd bajo las medidas de las buenas practicas ganaderas y bienestar animal,
asimismo bajo las condiciones adecuadas propias de la empresa particular.

8.1. LOCALIZACION

El trabajo se llevo a cabo en el afio 2015 durante los periodos de julio—diciembre en la finca el
Porvenir, municipio de san francisco Cundinamarca, vereda el bosque, terreno montafioso, altura
sobre el nivel del mar 1200 msnm, temperatura 22°C, viento 0-8 kilémetros, precipitacién anual
83 mm, humedad 58%.

8.2.GRUPO EXPERIMENTAL

De los 17 animales blon d Aquitaine entraron al estudio 5 hembras puras entre las edades de 18-
24 meses y peso de 700-900 kg, condicion corporal entre 3-4 (escala 1-5), a las cuales se les realizo
un chequeo reproductivo por medio de palpacion rectal para determinar la condicion reproductiva
y la ciclicidad de las mismas (CL)
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8.3.CONDICIONES DE MANEJO

Los animales permanecian en potreros con pasto estrella, suplementados con silo de maiz y
concentrado comercial, sal mineralizada y agua ad libitum.

8.4.INFRAESTRUCTURA'Y EQUIPOS

corral, brete, cuarto con poca luz, formato transferencia de embriones, protocolos de
sincronizacion ( donantes-receptoras), mangas, guantes, dispositivo intravaginal Bovino
(Sincrogest, 1gr. Ourofino, Brasil), aplicador, amonio cuaternario, estradiol (Benzoato de
estradiol), sincrocio (prostaglandina), folligon (eCG), gestavec (Progesterona), folltropin (FSH),
sincroforte (GnRH), jeringas de 10 ml, agujas de 18,jeringas de 20, estereomicroscopio, cajas de
Petri, complete flush, lactato de ringer, sonda folley, sistema de conduccidn, cinta, catéter, holding,
etilenglicol, congeladora, pistola de transferencia, fundas de transferencia, sobrefundas sanitarias,
termdémetro, cronometro, toallas de papel, agua.

8.5. TRATAMIENTOS APLICADOS PARA EL CONTROL DEL CICLO ESTRAL

Para realizar el estudio se implementaron dos tratamientos hormonales superovulatorios a base de
estrogenos y progestagenos tomando un grupo de animales previamente chequeados y aptos para
el procedimiento y sometiéndolos a los tratamientos en periodos distintos del tiempo, aplicando
un antes (tratamiento convencional de SOV (control)) y un después (tratamiento de +2 Dias P4),
obteniendo como resultado datos pareados. En los tratamientos se tomara el dia 0 como el dia de
inicio del protocolo, teniendo al protocolo convencional con una duracién de 15 dias y el protocolo
de +2 Dias P4 con una duracion de 17 dias, el modelo utilizado en ambos trabajos sigue el modelo
de transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF).

8.5.1. Protocolo convencional de superovulacion

Dia 0: aplicacion de dispositivo intravaginal bovino (Sincrogest - P4. 1 gr) + 2 gr de estradiol
(benzoato de estradiol) intramuscular + progesterona inyectable (gestavec 2 mg i.m)

Dia 4: aplicacion de 2,5 mg de FSH (folltropin) im (A: M — P: M)

Dia 5: aplicacion de 2 mg de FSH (Folltropin) im (A: M —P: M)

Dia 6: aplicacion de 1 mg de FSH (folltropin) im (A: M — P: M) + prostaglandina F2a (sincrocio
2 mgi.m)

Dia 7: retiro del dispositivo intravaginal bovino (Sincrogest - P4. 1 gr) + aplicacién de 0,5 mg de
FSH (folltropin) im (A: M — P: M) + prostaglandina F2a (sincrocio 2 mg i.m)

Dia 8: GnRh (sincroforte 2.5 ml i.m) + LA.T.F (2 pajillas)

Dia 9: LA.T.F (1 pajilla)

Dia 15: colecta de embriones

Dia 24: prostaglandina F2a (sincrocio 2 mg i.m)
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Ilustracion 16. Protocolo de superovulacion convencional (control)
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El protocolo de superovulacion convencional utilizado en primer lugar tiene una duracion de 15
dias, contando el dia cero como el dia en donde se aplica el dispositivo intravaginal impregnado
con 1 gramo de progesterona, 2 mg de estradiol (benzoato de estradiol) y 2 mg de progesterona
inyectable, a partir del dia 4 hasta el dia 7 se suministra la hormona FSH ( folltropin ) A:M — P:M
para estimular el desarrollo folicular a nivel de ovarios y asi provocar la superovulacion, estas
dosis seran en dosis decrecientes para tener mayor efecto en las etapas de reclutamiento y seleccion
a nivel de ovario, los dias 6 y 7 se suministraran dosis de prostaglandina para eliminar cualquier
posible cuerpo lateo que impida la ovulacion, asimismo el dia 7 se retira el dispositivo intravaginal
y el dia 8 se aplica una dosis de 2.5 ml de GnRh y se llevara a cabo la I.A.T.F, para ello se utilizan
3 pajillas de semen y se dejan en el Utero, dos pajillas se implementan el dia ocho del protocolo y
la pajilla restante el dia nueve. Para ello se puede realizar la inseminacion con dos pajillas el dia 8
y se vuelve a inseminar al dia 9 con una sola pajilla para asi abarcar un mayor rango de
posibilidades para lograr fecundar mas ovulos, seis dias después se realiza la colecta de embriones
en el dia 15 para posteriormente clasificarlos y criopreservarlos.

8.5.2. Protocolo de SOV (+2 Dias P4)

Dia 0: aplicacion de dispositivo intravaginal bovino (Sincrogest. ® - P4. 1 gr)

Dia 2: 2 mg de estradiol (benzoato de estradiol) intramuscular + progesterona inyectable (gestavec
2 mgi.m)

Dia 6: aplicacion de 2,5 mg de folltropin im (A: M — P: M)

Dia 7: aplicacion de 2 mg de folltropin im (A: M —P: M)
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Dia 8: aplicacion de 1 mg de folltropin im (A: M — P: M) + prostaglandina F2a (sincrocio 2 mg
i.m)

Dia 9: aplicacion de 0,5 mg de folltropin im (A: M — P: M) + prostaglandina F2a. (sincrocio 2 mg
i.m)

Dia 10: GnRh (sincroforte 2.5 mg i.m) + LA.T.F (2 pajillas)

Dia 11: LAT.F (2 pajilla)

Dia 17: colecta de embriones

Dia 26: prostaglandina F2a. (sincrocio 2 mg i.m)

[lustracion 17. Protocolo de superovulacion +2 Dias P4

Retiro disp. Intrav. PGF 2MG i.m
PROGESTERONA
0 2 6 7 8 9 10 11 17
Dispintrav. gg:2 FSH25 FSH20 FSM10 FSH 0.5 GNnRE  IATE COLECTA
mg mg. Im mg.im mg.im mg.im 25mg
P&: 2 mg Am-pim  Am-pm PGF PGF o AbH

IATF

2mgim 2mgim

Autor

Con este protocolo se propone la adicion de dos dias mas con el dispositivo intravaginal, se cuenta
el dia cero como el dia en donde se implanta el dispositivo y se retirara al dia nueve, estos dos dias
adicionales buscan ejercer un priming de progesterona, la progesterona que ejerce un efecto
negativo principalmente sobre la liberacién de LH (Becaluba.2006).

8.6.DIA DE LA COLECTA/RESULTADOS FINALES

Para la recoleccion de datos se utiliza el formato de colecta de embriones para poseer datos claros
y claves sobre el nimero de estructuras obtenidas, el nimero de embriones viables bovinos y su
catalogacion segun su estado de desarrollo y su calidad segun la IETS, el nimero de embriones no
fertilizados, anexo a esto se tomara nota sobre los animales que si respondieron o no ante el
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tratamiento de superovulacion bovina en el formato de colecta de embriones (B6 & Rodriguez
2006).

8.7.ANALISIS ESTADISTICO

Se implementa una prueba t student de datos pareados para analizar el numero y calidad
embrionaria estableciendo el disefio estadistico de una misma poblacion y la implementacion de
dos protocolos diferentes en distintas fechas, para evaluar de esta forma las diferencias de las
medias de dos puntajes y analizar si son significativamente diferentes entre si.

. 75 — Mo

= olvR

Para el andlisis de costos, se manejaran los costos totales por animal del tratamiento
superovulatorio, para ello se incluiran hormonas, materiales de trabajo, transporte y mano de obra.

9. RESULTADOS Y ANALISIS

Tabla 9. Resultado final de la colecta embrionaria implementando el tratamiento SOV
convencional (Control).

TRATAMIENTO CONTROL
Colecta N°1

Hembra  Total  MN° e Total, Clasificacion embrionaria Calidad Calidad  Calidad

Esiruct. Cong.  TE  embriones FEgt] Calidad  4-) 4.2 3-1 -1 7] I 2 4
Viables  (Inf) 4(DEG Mérula morula BlastT Blast BlastE (DEG)
Habana 16 8 4 12 0 4 4 - 8 - - 12 0 4
Habba 12 10 0 10 0 2 2 - - - 8 10 0 2
Holanda 10 5 0 5 4 1 5 - - - - 5 0 |
Thiza 13 0 0 0 4 9 - - - - - 0 0 9
Isba 0 0 0 0 0 0 - - - - - 0 0 0
Colecta N°2

Hembra  Total  MN° e Total, Clasificacion embrionaria Calidad Calidad  Calidad

Esiruct. Cong.  TE  embriones : - I 2 4
Vs Et] Calidad 1 42 51 61 T (DEG)
(Inf) 4@EG Mérula Mérula BlastT Blast  BlastE

Habana 18 0 8 8 10 0 I | - 7 1 0
Habba 12 0 0 0 9 3 0 0 3
Holanda 11l 0 0 0 11 0 - 0 0 0
Thiza 3 0 3 3 0 0 3 3 0 0
India 24 5 10 15 5 4 15 15 0 4
TOTAL 119 28 25 53 41 23 36 1 8 - § 52 1 23
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Tabla 10.Resultado final de la colecta embrionaria implementando el tratamiento convencional

modificado (+2 Dias P4).

TRATAMIENTO +2DP4
Colecta N°3
Hembra  Total N Total, clasificacién embrionaria Calidad Calidad Calidad
Estruct.  N° TE  embriones 2 4
Cong Vibles Bl Cadad 41 42 s 61 7 (DEG)
(Inf) 4 (@DEG Morula Morula BlastT Blast  BlastE
Habana 10 7 0 7 3 0 3 2 2 - - 5 2 0
Habba 31 15 0 15 3 13 11 2 2 - - 13 2 13
Holanda 11 0 0 0 11 0 - - - - - 0 0 0
Ibiza 11 8 1 9 2 0 2 1 2 3 1 8 1 0
India 15 15 0 15 0 0 5 - 10 - - 15 0 0
Colecta N°4
Hembra  Total N° N° Total, Clasificacion embrionaria Calidad Calidad Calidad
Estruct. Cong. TE. em.?rmnes Est] Caidad 4. 17 37 5] 7] I 2 Q);G'
Viables  (1r) 4DEG) Morua Mérula BlastT Blast BlastE (DG
Habana 10 5 0 5 4 1 3 - 1 1 - 5 0 1
Habba 2 8 0 ) 4 8 1 7 - - 7 1 2
Holanda b 2 0 2 4 0 2 - - - - 2 0 0
Ibiza 7 (i 0 6 1 0 6 - - - - 6 0 0
Isha 11 11 0 11 0 0 6 - 5 - - 11 0 0
TOTAL 132 77 1 78 32 22 38 6 29 4 1 72 6 22

9.1.NUMERO DE EMBRIONES

Mediante el andlisis de la prueba t para datos pareados se puede observar unas medias ho muy
distintas para el tratamiento de +2 Dias P4 y para el tratamiento control, con valores de 7,8 y 5,3
respectivamente, se llega a la conclusion de no rechazo de la hipétesis nula P(T<=t) (una cola)

>0,05, no existiendo diferencias significativas entre tratamiento.

Tabla 11. Analisis comparativo entre tratamiento implementando la prueba t para medias de

dos muestras pareadas

TT +2 Dias P4 TT CONTROL
Media 7,8 5,3
Varianza 24,6222222 31,7888889
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de 0.41144894
Pearson
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 9
Estadistico t 1,36816673
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P(<=t) una cola 0,10222113
Valor critico de t (una cola) 1,83311293
P(T<=t) dos colas 0,20444225
Valor critico de t (dos colas) 2,26215716

Las diferencias numéricas existentes entre tratamientos son de aproximadamente tres embriones
por animal y 25 embriones en total; estos resultados suponen una mejoria importante tanto a nivel
productivo como comercial, evidenciandose un efecto positivo en el tratamiento de SOV
modificado (+2 Dias P4) que supone la mejoria gracias al efecto provocado por el priming de P4
mediante la implementacion del dispositivo intravaginal bovino previo al inicio del protocolo SOV
(2 dias adicionales).

El tratamiento convencional (control) muestra un ndmero total de 53 embriones viables entre las
calidades 1y 2 segun la IETS, con un promedio de 5.3 embriones por hembra bovina donante (10
Hembras). Realizando una observacion en cuanto al total de estructuras recolectadas (119
estructuras) y comparandola con el total de embriones viables obtenidos, se puede llegar a la
conclusion de que los 53 embriones representan un 44.5 % del total de las estructuras encontradas,
el 55.5% restante se divide en estructuras degeneradas (23) con un 19.3 % y las estructuras
infertilizadas (43) representan un 36.1 %.

El tratamiento convencional modificado (+2 Dias P4) proporciona 78 embriones viables entre las
calidades 1y 2 segun la IETS, con un promedio de 7.8 embriones por hembra bovina donante (10
hembras), al realizar un estudio comparativo en cuanto al total de estructuras encontradas (132) se
tienen los siguientes resultados: los embriones ocupan un 59.1 %, el numero de estructuras
degeneradas (22) 16.6 % y el nimero de évulos infertilizados (32) representan un 24.2 %.

Tabla 12.anélisis de comparativo de resultados finales entre tratamientos (Control vs +2 Dias

P4)
TTOCONTROL  TTO2D+P4  OBSERVACIONES
Total, estructuras 119 (100%) 132 (100%) > *TIeLde masen
Embriones viables 53 44 5% 78 59.1% 25 EMBRIONES. $
Degenerados 23 19.3% 22 16.6% D-:S?Iijnizziin
Infertilizados 43 36.1% 32 24.2% ng‘[')”izg’%in

En cuanto al nimero de embriones, se presenta un incremento de 25 embriones con el tratamiento
de +2 Dias P4, es muy importante resaltar la importancia econémica de embriones de la raza
Blonde d” Aquitaine, encontrdndose en el mercado precios que oscilan entre 1°200.000 —
17400.000 por embrion. En cuanto al % de embriones degenerados se observa una disminucion de
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un 2.8 % favoreciendo al tratamiento de +2 Dias P4, ocurriendo lo mismo con él % de 6vulos
infertilizados, reduciéndose un 12% y favoreciendo a este tratamiento modificado. Al realizar un
breve chequeo sobre los animales que no presentaron respuesta favorable alguna al tratamiento
(cero embriones viables), se observo los siguientes resultados:

Tabla 13.Hembras bovinas que no respondieron al tratamiento SOV control (cero embriones
viables)

TRATAMIENTO CONTROL

Total, estructuras Ovocitos Embriones
Infertilizados Degenerados
Hembra bovina
Ibiza 13 4 9
Isba 0 0 0
Habba 12 9 3
Holanda 11 11 0

Total, hembras: 4

Dentro del tratamiento control, cuatro de diez hembras bovinas donantes de embriones no
presentaron respuesta alguna al tratamiento superovulatorio (40 %), solo el 60 % de las hembras
restantes dentro del tratamiento son responsables de la produccion de 53 embriones viables, Isba
es la hembra bovina la cual no brindo ninguna estructura embrionaria, correspondiente a una
respuesta nula al tratamiento, las demas hembras produjeron estructuras dividas entre ovocitos
infertilizados y embriones degenerados. (tabla 13). En el tratamiento +2 Dias P4, Holanda es la
hembra bovina la cual proporciona resultados desfavorables. El resto de las hembras bovinas (90
%) brindan mejores resultados.

Tabla 14.hembras bovinas que no respondieron al tratamiento SOV +2 Dias P4 (cero embriones
viables)

TRATAMIENTO +2 Dias P4

Total, estructuras Ovocitos Embriones
Infertilizados Degenerados
Hembra
Holanda 11 11 0

Total, hembras:1

La variabilidad de esta respuesta puede estar ligada a diversos factores (ambientales, manejo,
calidad seminal). El tratamiento SOV modificado (+2 Dias P4) favorece la respuesta
superovulatoria debido a que nueve de diez (90 %) hembras bovinas presentaron una respuesta
favorable al tratamiento (embriones viables); por otra parte, en el tratamiento control, seis de diez
(60%) de las hembras bovinas presentaron una respuesta favorable al tratamiento representado en
embriones viables. La sincronizacién hormonal es mas eficiente siempre y cuando se inicie un
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protocolo existiendo un CL activo y productor de P4 en el ciclo estral de la hembra bovina a
trabajar, ya que de esta manera la sincronizacion de una nueva onda folicular y la atresia de la
onda en desarrollo es mas facil mediante el uso de estrogenos y progestagenos, siendo un
inconveniente que en un grupo de hembras bovinas no todas estén en la misma fase del ciclo estral,
lo cual dificulta la sincronizacion eficiente, llegandose a presentar baja respuesta en protocolos
SOV, el dispositivo intravaginal se implementa con el fin de que no exista la necesidad de un CL
productor de P4 presente en el animal, de esta manera se produce un blogueo hormonal
(Duica,2010), la exposicion a la P4 exdgena de liberacion lenta y su posterior declinacion conocida
como priming evita tener pérdidas reproductivas a causa de animales que no presenten una fase
lutea al momento de iniciar el protocolo de sincronizacion hormonal, este concepto es reportado
por varios autores los cuales hacen énfasis en la implementacion del priming de P4 para mejorar
la sincronizacién bovina relacionando los beneficios que conlleva la implementacion de esta
estrategia, ya que esta exposicion a al P4 permite la diferenciacion normal de las células de la
granulosa y el desarrollo normal del CL. (B6.,2004), (Martinez & Tribulo.,2010).

La variabilidad de la respuesta superovulatoria obtenida en colectas embrionarias es reportada
por varios autores:

Tabla 15. Recopilacion de resultados en cuanto a numero embriones viables reportados por
diferentes autores.

Esquema hormonal Embriones viables Referencia
(promedio)

Estrogenos + progestagenos 8.8 Pérez (2011)
Aspiracion  folicular +  estrégenos vy 10 Pérez (2011)
progestagenos
eCG am 150Ul pm 150UI 6,9 Garzon et al (2011)
eCG am 300Ul 8,3 Garzon et tal (2011)
Estrogenos + progestdgenos (vacas con 5,6 Guerra et al (2007)
registro)
Estrégenos + progestagenos (vacas sin 4,8 Guerra e tal (2007)
registro)
Estrogenos + progestagenos + folltropin (15 4,5 Tribulo et al (2007)
dias)
Estrogenos + progestagenos + folltropin (16 4,0 Tribulo et al (2007)
dias)
BE y progesterona 6,8 Carballo et al (2009)
Revision de varios protocolos 6.17 Barros (2001)
Varios esquemas en donadoras 5.0 Chebel (2008)
Varias dosis de PMSG + anti-PMSG 3.4-53 Gonzales (1994)
Dosis variables de FSH 2.1-4.7 Walsh et al (1993)
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La variabilidad de la respuesta SOV es evidente al comparar los resultados obtenidos por diversos
autores, los cuales van desde 2.1 hasta 10 embriones viables en promedio por animal, encontrando
trabajos superovulatorios muy pobres en cuanto a esta variable y trabajos sobresalientes logrando
hasta 10 embriones en promedio por vaca. En el desarrollo de este estudio se logra obtener 7.8
embriones bovinos viables en promedio por hembra donante, esto representa un buen logro por
parte del tratamiento +2 Dias P4, conociendo ya que Unicamente el 45 % de las hembras donantes
produce 4 0 més (5) embriones viables (Jimenez.,2009), (Martinez.,2006).

La progesterona puede inhibir o favorecer la respuesta superovulatoria del animal mediante su
influencia sobre los receptores de estradiol, dependiendo del tiempo de exposicion. Es asi como
altas concentraciones de progesterona durante la fase Iutea incrementan el nimero de receptores
de estradiol en el hipotalamo medio-basal y por lo tanto incrementa la sensibilidad al estradiol.
(Grajales,2010), de esta manera el estradiol proveniente del foliculo dominante es percibido mas
facilmente por el hipotalamo, lo cual permite liberar la hormona LH y generar asi el conocido pico
preovulatorio de LH mas facilmente, de aqui la importancia de un priming de progesterona, ya que
tiene accion directa sobre la presencia del celo y nimero de ovocitos producidos.

Dentro de los factores que pudieron influenciar la respuesta superovulatoria en cuanto al nimero
de embriones viables bovinos, se considera al fuerte periodo de verano ocurrido entre tratamientos
como el principal factor negativo. Si bien la raza blon de Aquitaine presenta una alta adaptabilidad
y su escaso pelaje permite una mayor resistencia al clima tropical, la presencia de estrés calorico
acompafado de una disminucion en la cantidad y calidad del forraje disponible marcan cierto
efecto en la respuesta final.

9.2.CALIDAD EMBRIONARIA.

la calidad de los embriones es muy relevante ya que puede verse traducida en porcentajes de prefiez
mas elevados, asi como reporta Arreseigor y col. (citado en Belascoain 2010.) donde obtuvieron
porcentajes de prefiez de 57,1% en los embriones de calidad pre-congelacion excelente, 52,9% de
los de buena y 31,2% en los de calidad regular. La comercializacion de estas células germinales
representa un sector amplio y productivo en el ambito ganadero bovino del pais, la facilidad del
transporte es una de las ventajas que conlleva el criopreservar embriones de excelente y buena
calidad representados con el grado 1 (escala 1-4), siendo el grado 1 la representacion de un embrion
ideal, esférico, simétrico, con células de tamafio, color y textura uniformes, aceptandose pequefias
imperfecciones (irregularidades de las blastomeras),(B6.,et al.2008).

Para el analisis de la calidad embrionaria entre tratamientos, se implemento una prueba t student
para datos pareados, obteniendo medias para los tratamientos de +2 Dias P4 y control de 7,2 y 5,2
respectivamente, la prueba demuestra que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos cuando P(T<=t) (una cola) > 0,05.

63



Tabla 16. Prueba t para muestras emparejadas — calidad embrionaria.

TT+2D P4 TT CONTROL
Media 7,2 5,2
Varianza 22,1777778 31,2888889
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,39480192
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 1,10656667
P(T<=t) una cola 0,14859005
Valor critico de t (una cola) 1,83311293
P(T<=t) dos colas 0,2971801
Valor critico de t (dos colas) 2,26215716

Se evidencian diferencias numéricas de 2 embriones calidad 1 por animal, favoreciendo al
tratamiento superovulatorio +2 Dias P4, si bien no es una diferencia muy amplia, estos dos
embriones por animal de mas representan la posibilidad de poder comercializar un mayor nimero
de embriones a nivel internacional y nacional, proporcionando genética de alta calidad. La calidad
embrionaria encontrada al final de los tratamientos representa un buen logro ya que se presentaron
embriones con grados de calidad 1 (excelentes y buenos) y 2 (regular) en ambos tratamientos, para
el tratamiento control se encontraron 52 embriones de calidad grado 1; y solamente 1 embrion de
calidad grado 2, en cuanto al tratamiento de +2 Dias P4 se encontraron 72 embriones de calidad
grado 1 y 6 embriones de calidad grado 2.
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Tabla 17. Numero y porcentajes correspondientes clasificados de acuerdo la calidad

embrionaria segun la I.E.TS entre tratamientos SOV (Control vs +2 Dias P4).

CONTROL +2 Dias P4 OBSERVACIONES
N° Porcentaje N° Porcentaje
Embriones (53 Total.  embriones (78Total.E.)
E)
Calidad 52 98.1 % 72 92.3% 20> calidad 1 en +2
grado 1 Dias P4
(excelente
y bueno)
Calidad 1 1.9% 6 7.7% 6> calidad 2 en +2
grado 2 Dias P4
(regular)

En cuanto al nimero de embriones de calidad grado 4 (muertos o degenerados), no se representan
diferencias de gran importancia, el tratamiento SOV control reporta 23 embriones de calidad 4,
mientras que el tratamiento SOV +2 Dias P4, reporta un total de 22 embriones de esta calidad.

En un estudio realizado por Pérez (2011), donde evalla la respuesta SOV en cuanto a calidad
embrionaria con un protocolo tradicional a base de estrogenos y progestagenos reporta un total de
4.6 embriones promedio de calidad grado 1 y 4.1 embriones promedio de calidad grado 2.
comparando estos resultados con el tratamiento +2 Dias P4 se observa una diferencia importante
de 2.6 embriones en promedio calidad 1 entre tratamientos, por otra parte, la presencia de
embriones grado 2 en el protocolo +2 Dias P4 es baja (0.6 embriones en promedio) en comparacion
(4.1 embriones promedio reportado por Pérez),

Castro y rodriguez (2014) reportan que las variables raza, tratamiento y estacion, poseen un efecto
determinante sobre la calidad embrionaria, siendo la época de verano responsable de influir
negativamente sobre la produccion de embriones calidad 1, 2 y 3 en comparacion con otras épocas
del afio, el estudio de castro y Rodriguez (2014) evidencia resultados de 3,76 embriones calidad 1
en promedio y 5,08 embriones en promedio de calidad transferible (grado 2 y 3), siendo esta la
respuesta mas baja en comparacion con otras estaciones del afio. Ochoa (2009), corrobora esta
idea, en donde al estudiar diferentes estaciones del afio sobre la calidad embrionaria lograda
provenientes de hembras donantes de raza carnica, encuentra que el verano influye marcadamente
sobre la produccion de embriones calidad 1, con 4.26 embriones en promedio.
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La débil respuesta embrionaria proporcionada por las hembras donantes en épocas o periodos
calidos puede estar relacionada con fallas en la ovulacion debido al estrés calérico (Castro &
Rodriguez,2014), aunque otra de las razones relacionada a esta respuesta es la equivocacion al
detectar cuerpos luteos el dia de la colecta confundiéndolos con foliculos luteinizados (Lozano et
al., 2010). A diferencia de estos resultados Jiménez, (2009) reporta que durante el estudio hecho
en Colombia en donde evaluda la produccion embrionaria en un periodo de seis afios, no encuentra
una diferencia marcada sobre el nimero de estructuras recuperadas y la época del afio, tomando
en cuenta que Colombia al ser un pais tropical que no presenta estaciones marcadas, pese a esto la
presencia de fendmenos como el nifio y la nifia en Colombia, generan en muchas ocasiones y
dependiendo de la geografia, periodos largos de sequia o de lluvias, generando ciertos
inconvenientes tanto para los animales en cuestion como para los productores. Largos periodos de
sequia, acompafados de una baja disposicién de forraje rico en proteina y estrés caldrico pueden
conllevar a resultados pobres en hembras donantes de embriones si no se implementan alternativas
nutricionales que generen un balance energetico positivo en los animales. Los efectos de las
condiciones climaticas influyen hasta cierto punto en la respuesta SOV, ya que las condiciones
provocadas por el verano o el invierno son ampliadas o minimizadas dependiendo de la ubicacion
geografia del lugar en donde se realice el programa de transferencia de embriones (B6 y Mapletoft,
2014).

El buen manejo de los materiales al momento de la colecta embrionaria en el brete proporciona
resultados eficientes y de elevada calidad embrionaria, el manejo dado a nivel del tracto rectal por
medio de la palpacién es muy importante, tratar la sonda Foley correctamente y realizar
movimientos suaves con la mano teniendo como fin desprender los embriones del cuerno uterino
utilizando la solucion buffer-fosfato contribuye en gran medida a la obtenciéon de un material
genético en buenas condiciones, detalles como cubrir el filtro de colecta para evitar la accion
directa de los rayos UV del sol y el implemento de materiales debidamente esterilizados
contribuyen sustancialmente a la calidad embrionaria. El establecimiento del laboratorio de
clasificacion y criopreservacion de embriones en una zona limpia, fresca y con buena sombra
facilita el procedimiento y la calidad de estas células germinales.

9.3.COSTOS DEL TRABAJO DE SUPEROVULACION
Dentro del andlisis de los costos correspondientes a los dos tratamientos superovulatorios (control,

+2 Dias P4), se toma en cuenta la parte de hormonal implementada, los elementos consumibles
necesarios para realizar la colecta embrionaria, la mano de obra y el transporte.
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Tabla 18. Costos del protocolo SOV control.

Concepto Present. Valoren el 1 Costo 10 Costo
Comerc. mercado hembra $ hembras $
Superovulacion
(sov)
Sincrogest 10 un 155.000 lun 15,500 10 un 155.000
Gestavec 10 ml 26.000 2 mi 5,200 20 ml 52.000
Benzoato de 100 ml 46.000 2 mi 920 20 ml 9,200
estradiol
Folltropin 20 ml 380,000 12ml 228,000 120 ml 2°280,000
Sincrocio 100 ml 150.000 6 ml 9,000 60 ml 90,000
Sincroforte 20 ml 60.000 2,5ml 7,500 25 ml 75,000
Total 2661,200
Colecta
Lidocaina 2 % 50 ml 14,000 5ml 1,400 50 ml 14,000
Holding 8 ml 21.000 1.6 ml 4,200 16 ml 42.000
Ethylenglycol 8 ml 19.000 1,6 ml 3,800 16 ml 38,000
Sistemas de lun 42.000 - - 4 un. 168,000
conduccion
Filtros 1un 60.000 - - 2 120.000
Lactato de ringer 100 ml 3.000 150 ml 4,500 1500 ml 45,000
Vigro complete 1000 ml 61.000 90 ml 5490 900 ml 54,900
flush
Jeringas 20 ml 5 600 - - 3,000 3,000
Jeringas10 ml 5 500 2,500 2,500
Escalerillas 1 unid 1.200 1 1,200 5 6,000
Pajillas 0.25 mm 1 unid 300 5,3 1,590 53 15,900
Total 509,300
Mano de obra
Inseminacion 1 10,000 3un 30,000 30 un. 900,000
Colecta 1 450.000 1un 450,000 10 un. 4,500,000
Criopreservacion 1 10.000 2,8 28,000 28 280,000
Transporte 1 km 250 79km 19,750 X4 79,000
Total 57759,000
Total, costos 87929,500 $

subtotal
embriones (53)

87929,500 /53 =168,481 $ por embrion.

Subtotal (10
hembras)

67

87929,500 /10 =892,950 $ por hembra donante.



El costo total final del protocolo control es de 8929,500 $, dividiendo este valor entre el nimero
de embriones viables obtenidos en la colecta embrionaria (53), se concluye que en la
implementacion del protocolo control cuesta 168,481 $ producir cada embrion, los costos
generales para lograr que las hembras bovinas donantes brinden este resultado es de 892,950 $
cada una, tomando como referencia el valor comercial de los embriones de la raza Blonde D’
Aquitaine (1°200.000) se logran obtener ingresos de 63°600.000 % , para lograr finalmente una
ganancia neta de 54°670,500 $

Tabla 19.costos generales del tratamiento SOV +2 Dias P4

Concepto Present. Valor en el 1 Costo 10 Costo
Comerc. mercado hembra hembras
Superovulacion
(sov)
Sincrogest 10 un 155.000 lun. 15,500 10un.  155.000
Gestavec 10 ml 26.000 2 ml 5,200 20 ml 52.000
Benzoato de 100 ml 46.000 2 mi 920 20 ml 9,200
estradiol
Folltropin 20 ml 380,000 12 ml 228,000 120 ml 27280,00
Sincrocio 100 ml 150.000 6 ml 9,000 60 ml 90,000
Sincroforte 20 ml 60.000 2,5ml 7,500 25 ml 75,000
Total 2,661,200
Colecta
Lidocaina 2 % 50 ml 14,000 5ml 1,400 50 ml 14,000
Holding 8 ml 21.000 1.6 ml 4,200 16 ml 42.000
Ethylenglycol 8 ml 19.000 1,6 ml 3,800 16 ml 38,000
Sistemas de 1lun 42.000 - - 4un. 168,000
conduccion
Filtros 1 un. 60.000 - - 2  120.000
Lactato de ringer 100 ml 3.000 150 ml 4,500 1500 ml 45,000
Vigro complete 1000 ml 61.000 90 ml 5490 900 ml 54,900
flush
Jeringas 20 ml 5 600 - - 3,000 3,000
Jeringas10 ml 5 500 2,500 2,500
Escalerillas 1 unid 1.200 1 1,200 7 8,400
Pajillas 0.25 mm 1 300 7,8 2,340 78 23,000
Total 518,800
Mano de obra
Inseminacion 1 10,000 3un 30,000 30un. 900,000
Colecta 1 450.000 1un 450,000 10 un. 4,500,000
Criopreservacion 1 10.000 7,8un 78,000 78 un. 780,000
Transporte 1 km 250 79km 19,750 X4 79,000
Total 6,259,000
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Total, costos 97439,000 $

subtotal 9,439,000 $ /78 =121,012 $ por embrién.
embriones (78)
Subtotal (10 9,439,000 $/ 10 =943,900 $ por hembra donante.
hembras)

La implementacion del protocolo +2 Dias P4 posee un costo final de 9°439,000 $, al producir 78
embriones en este trabajo, los costos por embrion son de: 121,012 $, y el costo de implementar
este protocolo por animal es de: 943,900 $, al calcular el precio de venta de los embriones
(1"200,000) se obtiene un ingreso de 93°600,00 $, finalmente la ganancia neta implementando el
protocolo de +2 Dias P4 es de: 84°161,000 $.

Analizando los dos protocolos SOV, su implementacion y resultados finales, se concluye:

En cuanto a los costos finales del programa SOV, el protocolo control posee un costo final de
87929,500 $ y un costo por animal de 892,950 $, el protocolo +2 Dias P4 posee un costo final de
9°439,000 $ y por animal de 943,900 $, siendo méas econdmico el protocolo control por 509,500 $
por tratamiento y 50,950 $ por animal. Este valor de mas requerido para el tratamiento +2 Dias P4
representa el costo necesario para poder empacar y criopreservar los 25 embriones adicionales,
obtenidos con el protocolo +2 Dias P4.

Los costos por embridn revelan lo siguiente: el protocolo +2 Dias P4 y el protocolo control
presentan un costo de 121,012 $ y 168,481 $ por embridn respectivamente, presentdndose un
ahorro de 47,469 $ por embrion favoreciendo al protocolo +2 Dias P4.

Tomando como referencia el pre cio comercial de 1°200,00 $ por embrién la ganancia neta del
protocolo +2 Dias P4 es de 84°161,000 $, el protocolo control evidencia una ganancia neta de
54°670,500 $. El protocolo +2 Dias P4 proporciona una ganancia de 29°490,500 $ de maés, en
comparacion con el protocolo control, concluyendo que la implementacion de un dispositivo
intravaginal bovino impregnado con P4 posee un efecto importancia econdémica sobre la
produccién de embriones de calidad.

Bolivar y Maldonado (2008), realizaron un estudio mediante el cual analizaron los costos de varios

esquemas de superovulacion en Colombia, teniendo en cuenta el concepto de superovulacion y la
mano de obra requerida.
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Tabla 20. Analisis de costos variables del esquema 1 de superovulacion, sincronizacion de la
receptora y mano de obra en Colombia

Concepto Presentacion Valor cantidad Valor
comercial tratamiento $
Superovulacion
DIB 10 unidades 205,200 1 20,520
Gestavec 10 ml 6,200 2 1240
Benzoato de 20 ml 9,240 2 924
estradiol
Pluset 10 ml 236,900 20 473,800
Lutalice 10 ml 21,600 4 8,640
Fertagil 5 ml 18,350 2.5 9,175
Cloprostenol 20 ml 72,200 2 7,220
Subtotal SOV 521,519
Embriones / 6.3
lavado
Subtotal por 82,780
embrion
Mano de obra
Inseminacion 20,000 3 60,000
Jornales 16,053 4 64,210.5
Veterinario 200,000 1 200,000
Veterinario 200,000 1 200,000
Subtotal mano de 524,210.5
obra
Embriones/lavado 6.3
Subtotal/embridn 83,208
Total/embrién 203,095
transferible
Total, trabajo
Total, superovulacion 521,519 $
Total, mano de obra 524,2105%
Subtotal 1°045,729.5 %
Embriones/lavado 6.3 un
Subtotal/embrién 165,989 $

Adaptado de Bolivar y Maldonado (2008). Esquema de la sincronizacion del estro para la SOV de
la donadora con progesterona (implante o dispositivo intravaginal), administracion de dosis
constantes de FSH (a.m. y p.m.) los dias 9, 10, 11 y 12 del ciclo, retiro del implante y
administracién de prostaglandina el dia 11, administracion de LH e inseminacion (a.m./ p.m. al
inicio del estro y a.m. del dia siguiente), con recuperacion de los embriones (lavado) el dia 7.
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Los valores obtenidos para los costos de los diferentes protocolos de SOV, variaron en funcion del
numero promedio de embriones transferibles producidos por lavado (Bolivar y Maldonado, 2008)
y a la cantidad de animales utilizados en el programa, la raza y el tamafio influyen también ya que
de ello depende la cantidad de hormona utilizada sobretodo de la hormona FSH.

Tabla 21. Andlisis de costos variables del esquema 2 de superovulacion, sincronizacion de la
receptora y mano de obra en Colombia

Concepto Presentacion Valor Cantidad Valor
comercial tratamiento $
Superovulacion
DIB 10 unidades 205,200 1 20,520
Benzoato de 20 ml 9,240 2 924
estradiol
Pluset 10 ml 236,900 20 473,800
Lutalice 10 ml 21,600 4 8,640
Subtotal SOV 503,884
Embriones / 10.3
lavado
Subtotal por 48,920.8
embrion
Mano de obra
Inseminacion 20,000 3 60,000
Jornales 16,053 3 51,368.4
Veterinario 200,000 1 200,000
Subtotal mano de 311,368.4
obra
Embriones/lavado 10.3
Subtotal/embridn 30,229.9
Total/embrién 126,817
transferible
Total, trabajo
Total, superovulacion 503,884 $
Total, mano de obra 311,368.4 $
Subtotal 815,252.4 $
Embriones/lavado 10.3 un
Subtotal/embrién 79,151 %

Adaptado de Bolivar y Maldonado (2008.). Las donadoras reciben el dia cero un implante de
progesterona junto con la inyeccion de benzoato (o valerato) de estradiol, seguido de la
administracién de dosis constantes de FSH (a.m./p.m.) los dias 5, 6, 7 y 8, retiro del implante y
administracion de prostaglandina el dia 7, administracion de valerato de estradiol y GnRH el dia
9 (a las 36 horas de retiro del implante), aplicacion de LH e inseminacion (AM/PM y AM del dia
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siguiente), al dia del estro (a.m./p.m. al inicio del estro y a.m. del dia siguiente), con recuperacién

de los embriones (lavado) el dia 7 post L.A.

Tabla 22.Distribucion comparativa entre los costos de los tratamientos SOV

Componente Tratamiento | Tratamiento + Esquema 1 Esquema 2

de costos/ control 2 Dias P4

embrion Promedio embriones

/1hembra 5.3 7.8 6.3 10.3

donante
Costo de SOV 50,211 % 34,117 $ 84,720 $ 48,920.8 $
Colecta emb. 9,609 $ 6,651 % N.R N.R
Mano de obra 108,660 $ 80,243 $ 83,208 % 30,2299 %
Total 168,480 $ 121,012 $ 167,928 $ 79,150.7 $

Analizando los costos individuales por hembra bovina comparando los tratamientos trabajados en
este proyecto y los reportados por (Bolivar y Maldonado, 2008) se puede apreciar, que los
tratamientos mas econdmicos por hembra bovina, son aquellos que produjeron un mayor nimero
de embriones por animal, siendo estos el tratamiento + 2 Dias P4 y el esquema 2 reportado por
Bolivar y Maldonado (2008). concluyendo asi que la mayor produccién de embriones viables
bovinos tendra un efecto positivo sobre los costos requeridos para su produccién.
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10. CONCLUSIONES

Se observa un incremento considerable en la produccion de embriones bovinos viables
aptos para criopreservar con el tratamiento de SOV +2 Dias P4, concluyendo que el
priming generado por el dispositivo intravaginal bovino impregnado con P4 posee un
efecto positivo sobre la produccion de embriones.

El priming de P4 no tiene un efecto determinante sobre la calidad embrionaria lograda en
este trabajo, la buena manipulacion de los implementos necesarios al momento de la
colecta, clasificacion y criopreservacion de embriones son procesos claves que influencian
directamente la calidad embrionaria.

La diferencia de costos entre tratamientos no difiere en gran medida (509,5008) por
tratamiento y (50,950 $) por animal, siendo més econémico el tratamiento control, pero
generando menos embriones que el tratamiento +2 Dias P4, los resultados econdmicos
finales obtenidos por la comercializacion de los embriones, justifica la implementacion del
priming de P4 como estrategia relevante en programas de SOV.

un mayor namero de embriones colectados al final del tratamiento superovulatorio influye

positivamente sobre los costos finales de produccion embrionaria por animal, siendo mas
economico el protocolo que genere mas embriones viables por hembra donante.
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11. RECOMENDACIONES

1. Seguir estudiando el efecto del priming de progesterona en protocolos de superovulacion
es relevante para la industria ganadera, realizar posteriores estudios en donde se evalué
diferentes tiempos de exposicion exdgena de progesterona (+5Dias P4, + 10Dias P4,
+15Dias P4), tanto en animales Bos taurus y Bos Indicus de importancia genética y con un
nimero méas amplio de individuos que permita una distribucion estadistica mas
homogénea.

2. Al depender la calidad embrionaria de factores externos como los rayos UV y el tiempo de
exposicion desde la colecta embrionaria hasta la criopreservacion/transferencia directa es
indispensable realizar los procedimientos en el menor tiempo posible y contando con los
materiales y lugar adecuados para el manejo correcto de esta biotecnologia.

3. Cundo se utilizan crioprotectores para realizar la criopreservacion de bajo peso molecular

como el etilenglicol, se debe tener en cuenta el tiempo maximo de exposicion a esta
sustancia para que logre ser toxico con las células embrionarias.
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13. ANEXOS

anexo 1. Hembras blon d aquitaine, finca el porvenir, tomada por: Jhonatan castafio. Tomada el 22
de octubre del 2015

anexo 2 Laboratorio de clasificacion y criopreservacion armado, finca el porvenir, tomada por:
Jhonatan castafio. Tomada el 22 de octubre del 2015
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anexo 3 Implementos en brete para realizar colecta embrionaria, finca el porvenir; tomada por:
jhonatan castafio, tomada el: 22 de octubre del 2015

anexo 4. Doctor mauricio gonzales realizando el lavado embrionario, finca el porvenir, tomada por
: jhonatan castafio, tomada el 22 de octubre del 2015
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anexo 5. Procedimiento de clasificacion embrionaria, Jhonatan castafio, tomada por: doctor
Mauricio Gonzales, tomada el 22 de octubre del 2015.

anexo 6. Embriones resultados de una colecta embrionaria. Tomada por Jhonatan castafio, finca el
porvenir, tomada el. 22 de octubre del 2015.
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anexo 7 Procedimiento de empacado de embriones en escalerillas, tomada por jhonanta castafrio,
finca el porvenir, tomada el 22 de octubre del 2015.
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