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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar la relacion de las caracteristicas de los
foliculos preovulatorios, cuerpos lateos (CL) con la calidad y cantidad de los embriones
obtenidos en vaconas de raza criolla superovuladas. Fueron seleccionadas 10
vaquillas criollas. Para lo cual se aplico en el dia 0 implante intravaginal CIDR®, 2 mg
de Benzoato de estradiol y Progesterona 50 mg intramuscular (IM); dia 4 se aplico
Folltropin V® (FSH-p) IM en dosis decrecientes, cada 12 h durante 4 dias; en el dia 6
se retir6 el implante, se aplico dos veces PGF2a 25 mg IM cada 12 h; el dia 8 de inyecto
GnRH 0,5 mg IM, se insemino (IA) 2 veces; mediante ultrasonografia se hizo la
medicion de foliculos preovulatorios en la primera inseminacion artificial (1A) alas 10 h
de comenzado el celo y luego a las 10 h de la segunda IA, los CL se midieron 7 dias
pos-inseminacion. En el dia 15, se colectaron los embriones para su evaluacion y
clasificacion. Para el analisis de las variables numero, diametro de foliculos
preovulatorios, CL, numero y calidad de embriones se utilizd los estadisticos de
correlacion lineal de Pearson y Tau-b de Kendall. Los resultados obtenidos fueron una
media de 7,70 + 0,59 foliculos preovulatorios con diametro de 9,5 + 0,19 mm; 6,80 +
0,46 CL con un diametro de 15,6 + 0,24mm; embriones colectados 3,11 + 0,80 por
vacona; concluyendo que hubo relacion significativa (p< 0,05) entre el didmetro del

foliculo preovulatorio con la calidad de embriones.

Palabras claves: FOLICULO PREOVULATORIO, CUERPO LUTEO,
SUPEROVULACION, EMBRIONES, VACONAS CRIOLLAS, ULTRASONOGRAFIA,

SINCRONIZACION, PROTOCOLOS.
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Abstract

The objective of this research was to determine the relationship of the characteristics
of preovulatory follicles, corpora lutea (CL) with the quality and quantity of the embryos
in superovulated race criolla. 10 were selected criolla heifers. On day 0, implant CIDR®
intravaginal application, 2 mg estradiol benzoate and progesterone 50mg intramuscular
(IM); 4th Folltropin V® (FSH-p) IM applied in decreasing doses every 12 hours for 4
days; on day 6 the implant was removed, was applied twice PGF2a 25 mg IM every 12
hours; on 8 GnRH injected 0.5 mg IM, inseminated (Al) 2 times; by ultrasound
measurement of preovulatory follicles was at first Al at 10 hours of starting the heat and
then 10 hours of the second IA, the CL were measured 7 days post-insemination. On
day 15 embryos for evaluation and classification | collect. For analysis of the variables
number, diameter preovulatory follicles, CL, embryo numbers and quality, was used
statistic Pearson linear correlation and Kendall Tau-b. The results were an average of
7.70 £ 0.59 preovulatory follicles with diameter of 9.5 + 0.19 mm; 6.80 + 0.46 CL with
a diameter of 15.6 + 0,24mm; 3.11 + 0.80 embryos collected per heifer; concluding that
there was significant relationship (p <0.05) between the diameter of the preovulatory

follicle with the quality of embryos.

Keywords: PREOVULATORY FOLLICLE, CORPUS LUTEUM, SUPEROVULATION,
EMBRYO, CRIOLLA HEIFERS, ULTRASONOGRAPHY, SYNCHRONIZATION,

PROTOCOLS.
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Introduccioén

En la actualidad con el uso de las biotecnologias reproductivas se ha contribuido
en el aumento de la productividad y el desarrollo del sector agropecuario, también han
sido utilizadas para la conservacion, expansion y mejora genética de bovino
(Velazquez, 2008). EIl éxito en los programas de transferencia de embriones (TE)
depende en gran medida de la respuesta a la superovulaciéon (SOV) (Motta y col.,
2011). El objetivo de la TE es el aumento de la tasa reproductiva de hembras de alto

valor genético.

La TE consiste en extraer embriones aun no implantados, del conducto
reproductor de la madre (donante), y transferirlo al aparato reproductor de otra hembra
(receptora), la cual se encargara de gestarlo y llevarlo al nacimiento; lo anterior implica
el uso de hormonas para la SOV y un adecuado manejo de donantes y receptoras

(Mejia y Vasquez, 2002).

La SOV es el estimulo hormonal del ovario para aumentar el namero de foliculos
producidos durante el estro, por medio de la aplicacion de diferentes tipos de
hormonas, entre las cuales se destacan la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la
Gonadotropina del Suero de Yeguas Prefiadas (PMSG). Con esto se permite que las
hembras con un alto mérito genético tengan un maximo numero de embriones

transferibles con una alta posibilidad de producir una prefiez (Suarez y col., 2001).

Uno de los principales factores que limitan el éxito de un programa de ovulacion

multiple y transferencia embrionaria (MOET) es la gran variabilidad en la respuesta de

Norma Alejandrina Gordillo Lema.
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las donadoras al tratamiento de superestimulacion, lo que se encuentra influenciada
por: la especie, raza, edad, el tipo y la dosis de gonadotropina utilizada. A pesar de los
diversos estudios realizados en razas foraneas, la respuesta a la superovulacion sigue
siendo un factor critico dentro de la industria de la MOET (ké y col.,1999; Baruselli y
col.,2006). En cuanto a la raza considerada criolla de la regién centro sur del Ecuador
carece de estudios que permitan conocer la relacion existente entre las diversas
estructuras ovaricas y su dinamica folicular, asi como la respuesta a la SOV por ello

es fundamental obtener informacion que permita mejorar su eficiencia reproductiva.

Para el presente trabajo de investigacibn se ha planteado los siguientes

objetivos:

Objetivo general.

v' Determinar la relacion de las caracteristicas (tamafio y nimero) de los
foliculos preovulatorios, cuerpos liteos con la calidad y cantidad de los

embriones obtenidos en vaconas de raza criolla superovuladas.

Objetivos especificos

v Cuantificar y describir el diametro de los foliculos preovulatorios y los
cuerpos luteos obtenidos en un proceso de superovulacion en vaconas de
raza criolla.

v Establecer la relacién entre nUmero, diametro de los foliculos preovulatorios,

namero, diametro de CL con la calidad y cantidad de los embriones.

Norma Alejandrina Gordillo Lema.
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Hipotesis

La calidad y cantidad de los embriones obtenidos en un proceso de
superovulacion, dependen del nimero, diametro de los foliculos preovulatorios

y de los cuerpos lateos.

Norma Alejandrina Gordillo Lema.
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Revision bibliografica

Historia de la transferencia de embriones

Las biotecnologias son instrumentos importante que nos ayudan a mejorar la
produccién animal entre ellas tenemos la IA que ha sido una biotecnologia utilizada en
mayor medida, en combinacion con la criopreservacion han contribuido con un
desarrollo genético significativo. Tecnologias como la sincronizacién del estro y el
sexado de semen tienden ha mejorado la eficiencia de la IA. Asi como también la
ovulacion mudltiple y la TE que son técnicas de reproduccion artificial permiten el
mejoramiento genético, una alta produccion y creacion de bancos genéticos (Urrego,

2006).

La transferencia de embriones, actualmente es aplicada a casi todas las
especies de animales domésticos y a muchas especies de animales salvajes y
exoticos e inclusive a la especie humana, mediante la cual los embriones son
colectados de una hembra donante y transferidos a una hembra receptora en donde
se desarrolla el embrién hasta terminar la gestaciéon; cuya finalidad es la mejora
genética, reducir el riesgo de enfermedades y la conservacion de especies (Gibbons y

Cueto, 2013).

La primera transferencia de embriones la realizé Heape en conejas en 1890 y
el primer embrion de bovinos se obtuvo en 1930. En 1951 se hizo el primer trasplante
de embriones bovinos con buenos resultados No obstante, no fue hasta principios de

la década del 70 que se desperto el interés comercial en la transferencia (Brito, 1999).

Norma Alejandrina Gordillo Lema.



UNIVERSIDAD DE CUENCA 21

En el Ecuador en 1985 se realiz6 trasplantes de embriones frescos en ganado
vacuno y empezaron a nacer los terneros de este trabajo y en 1987 nacieron dos

terneros resultado de la TE congelados (Rosario, 1983).

La tasa de éxito en términos de concepcion por transferencia de embriones se
encuentra cercano al 60%, incluso con la transferencia de embriones congelados
(Cutini y col., 1999). Otros reportes indican promedios que varian entre un 40 a 70%

dependiendo del uso de embriones frescos y congelados.

Con el uso de dispositivos que contienen progestina y otros tratamientos
hormonales se puede eliminar por completo la deteccion de celos en las receptoras. A
los 7-8 dias después del supuesto celo, aquellas receptoras que poseen un CL, de al
menos 15-18 mm de didmetro (determinado a través de ecografia), son transferidas

con un embrion (Colazo y Mapletoft, 2007).

En la actualidad se han realizado numerosos estudios sobre la relacion entre
las estructuras ovaricas y la respuesta a la SOV en diferentes razas, dichos resultados
son importantes para contrastar con los obtenidos de la presente investigacion. A

continuacion se describen algunos trabajos realizados.

Wolfenson y col., (1994) estudiaron la relacion entre el foliculo dominante y la
cantidad de embriones obtenidos después de un tratamiento superovulatorio, no hubo
diferencias significativas en el nUmero de embriones obtenidos o en la calidad de los
mismos. En vacas con aspiracion del foliculo dominante al dia 6 y superovuladas

desde el dia 8 hubo modificaciones significativas en la dinamica folicular; se observo

Norma Alejandrina Gordillo Lema.
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también un incremento en el nimero de foliculos pequefios, un mayor reclutamiento
de foliculos medianos y grandes en respuesta al tratamiento. Suarez y col., (2001)
compararon la respuesta superovulatoria con la cantidad y calidad de embriones
recuperados en vacas Holstein en Bogota mediante la aplicacion de GnRH en el dia 6
del ciclo estral antes de iniciar el esquema de SOV, no hubo diferencias significativas
en cuanto al nUmero de embriones transferibles entre las vacas tratadas y las no

tratadas.

En una investigacion realizada en la Universidad Nacional Agraria, ubicada en el
departamento de Managua-Nicaragua, tuvo como objetivo conocer la influencia de la
raza en la respuesta superovulatoria en hembras bovinas donantes de las razas Pardo
Suizo y Reyna, se utilizaron 10 hembras donantes para cada raza. Se observo que la
raza Reyna se comporté mejor que la raza Pardo Suizo al dar mayor cantidad de
cuerpos luteos y embriones. Pero a la vez produjo una mayor cantidad de embriones

degenerados y oocitos infértiles (Castro y Espinoza, 2009).

Norma Alejandrina Gordillo Lema.
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Fisiologia reproductiva bovina

Control neuroendodcrino del ciclo estral.

El ciclo estral esta controlado por el eje hipotalamo-hipofisis-ovario-utero. El
hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que estimula
la sintesis y secrecion de las hormonas hipofisiarias, hormona estumulante de los
foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH) (Galina y Valencia, 2009; Duran, 2010)
cumplen un papel relevante en el control neuroenddcrino del ciclo estral (Quintanela y

col., 2006).

La FSH es la responsable del inicio de la oleada de crecimiento folicular al
estimular su reclutamiento, mientras que la LH interviene en la maduracion del foliculo
dominante y en la ovulacion. Estas hormonas son secretadas a la circulacion en forma
de pulsos y son regulados por 2 sistemas el ténico o generador de pulsos de la GhRH
y el ciclico o generador del pico preovulatorio de GnRH. El ténico produce el nivel basal
circulante, siempre presente, de hormonas hipofisiarias que promueven el desarrollo
de los elementos germinales y endocrinos de las génadas, el sistema ciclico opera
mas agudamente, siendo evidente su maduracion por sélo 12 a 24 horas en cada uno
de los ciclos estrales reproductivos de la hembra, tiene por funcién primaria producir

la ovulacion ( Callejas, 2001).

La neurohipdfisis almacena la oxitocina producida en el hipotalamo. Esta tiene
varias funciones como las de intervenir en el mecanismo del parto, bajada de la leche,

interviene en la lutedlisis y transporte espermatico (Hafez, 1996).
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Los ovarios son glandulas exdcrinas (liberan 6vulos) y endocrinas (secretan
hormonas). Las hormonas producidas son: estrégenos, progesterona (Pa4) y la inhibina.
Los estrogenos son producidos por el foliculo ovéarico y tiene acciones sobre las
trompas de Falopio, el Utero, la vagina, la vulva y el sistema nervioso central, en el cual
estimulan la conducta de celo y el hipotalamo donde ejercen un "feed back” negativo

sobre el centro ténico y positivo sobre el centro ciclico (Callejas, 2001).

La P4 es producida por el CL por accion de la LH. Esta hormona prepara al utero
para la implante del embrién y mantiene la gestacion (Perry y col., 2007). A nivel
hipotalamico ejerce un "feed back" negativo sobre el centro ténico. La inhibina
interviene en la regulacion de secrecion de FSH. Ejerce un “feed back” negativo a
nivel hipofisiario, causando una menor secrecion de FSH. El atero interviene en la
regulacion neuroenddcrina del ciclo estral mediante la PGFza que tiene efecto

luteolitico (Callejas, 2001).

Ciclo estral de la hembra bovina.

El inicio de las presentaciones de los ciclos estrales ocurre al momento de la pubertad,
en donde la hembra bovina entra a un periodo de ciclicidad reproductiva que continua
a través de toda su vida, a excepcion del periodo de gestacion o de balance energético

negativo en el cual prevalece el anestro ( Sartori y col., 2011; Rivadeneira, 2013).

En la especie bovina el ciclo estral tiene una duracion promedio de 21 en vacas y
de 20 dias en las vaquillonas, considerandose un rango normal entre 18 y 24 dias

(Palma, 2001; Duran, 2010; Forde y col., 2011).
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El ciclo estral comprende de dos fases: 1. Fase folicular o estrogénica dura de 4-
6 dias (proestro, estro), 2. Fase luteal tiene una duracion de 14-18 dias (Forde y col.,

2011) o progestacional (metaestro, diestro) (Caravaca y col., 2005).

El proestro se caracterizado por un descenso brusco de la progesterona por
debajo de 1ng/ml (luteolisis), en el cual comienza el crecimiento y maduracion de uno
o varios foliculos ovéricos, conforme los foliculos van creciendo hay secrecion de

hormonas lo cual prepara al aparato reproductor para el estro (Caravaca, et al., 2005).

El estro tiene una duracién de 15 a 18h, comienza con la receptividad al macho
e involucra todos los cambios que permiten la ovulacién y el comienzo de la formacion
del cuerpo luteo. La vaca manifiesta inquietud, ansiedad, brama con frecuencia y

pierde el apetito (Callejas, 2001).

El en metaestro hay crecimiento del CL que secreta P4, la cual es la encargada

de mantener la prefiez (Caravaca y col., 2005).

El diestro es la fase mas larga del ciclo, se caracteriza por el dominio del CL,
asi como también se estabiliza la produccion de P4 hasta llegar a la fase de meseta

(Callejas, 2001).

Dinamica folicular

La dindmica folicular se define como el proceso de crecimiento continuo (Fernandez,
2008) y de regresion de foliculos antrales que llevan al desarrollo del foliculo

preovulatorio, figura N° 1. El crecimiento folicular ovarico en la vaca se caracteriza por
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tener tres etapas reclutamiento, seleccion y dominancia (del Valle, 2008). Durante un
ciclo estral bovino se dan entre 1 y 4 ondas de crecimiento Yy desarrollo folicular

(Motta y col., 2011).

ONDAS FOLICULARES

Tamano
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Figura 1. Ondas foliculares: ciclo estral de un bovino con 3 ondas
foliculares

Fuente: Canabal, 2007
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Figura 2. Esquema de las hormonas del ciclo estral: diferente niveles de las
hormonas durante el ciclo estral de la vaca.

Fuente: Reppi, 2009

La dindmica folicular en la hembra bovina desencadena los procesos reproductivos
y el ciclo estral; sin embargo, estos sucesos estan regulados por un complejo conjunto
de elementos que se interrelacionan y dan lugar que se presente la ovulacibn como
punto final del ciclo estral (Motta y col., 2011). Para describir la dindmica folicular

bovina es necesario definir los siguientes conceptos:

Reclutamiento: Es la etapa en la que una cohorte de foliculos (2-3 mm de
diametro) (Paez, 2012) comienza a madurar en un medio con un aporte adecuado de

gonadotrofinas que le permiten avanzar hacia la ovulacion.

Seleccion: Es el proceso en el que un foliculo evita la atresia con la posibilidad

de llegar a la ovulacion (Fernandez, 2008; Reppi, 2009).
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Dominancia: Fase en la que el foliculo seleccionado dominante ejerce un efecto
inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos (Fortune, 1933).
Este foliculo alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas, y es responsable

de la mayor secrecion de estradiol (Lucy, 2007).

La regresion del foliculo dominante de las primeras ondas (1 de 2 ondasy 2 de 3
ondas) es causado por la presencia de una baja frecuencia de los pulsos de LH debido
a los altos niveles de P4, que provocarian una menor sintesis de andrégenos y como
consecuencia menor sintesis de estradiol que iniciarian la atresia folicular (Callejas,

2001).

Cuerpo lateo

El cuerpo luteo es un oOrgano endocrino transitorio, cuya principal funcion es la
produccion de P4 (Lopes y col., 2007; Machado y col., 2012) 2 a 3 dia después de la

ovulacion.

El CL suele presentar tres fases durante su desarrollo. Una primera fase de
crecimiento en la que hay un aumento de los niveles circulantes de Pa4. Durante la
segunda fase de meseta se registra la maxima produccion de Pa4. Por ultimo, si la
hembra no queda gestante, el cuerpo luteo sufrira regresion por accién de la luteolisina

uterina, la PGF2q secretada entre los dias 15y 17 del ciclo estral (del Valle, 2008).
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Seleccién y manejo de donadoras de embriones

En un programa de ovulacién multiple, la seleccién de donadoras es un proceso
de vital importancia debido a que el objetivo principal es aumentar el nimero de crias
genéticamente superiores. En cada donadora debe comprobarse la normalidad del
ciclo estral, para ello se deben observarse por lo menos 2 ciclos estrales previos al
inicio del programa, ademas de tener un buen desempefio reproductivo y alta fertilidad

esta no deben poseer patologias en el aparato reproductor (Garzén y col., 2007).

El estrés en el manejo de las donadoras es un aspecto importante que se debe
considerar, debido al estrés se libera cortisol enddgeno, el cual suprime la liberaciéon
de LH y por ende la ovulacion (Matteri y Moberg, 1982). Si estas hembras no estan
reproductivamente bien y en un adecuado estado de balance nutricional el programa
puede fracasar antes de haber comenzado. Sélo ocasionalmente se deberd trabajar
con vacas que carezcan de una Optima historia reproductiva o que tengan algun
problema reproductivo determinado. Estos son casos especiales que no siempre se
pueden rechazar y en los cuales las probabilidades de éxito son menores. En tales
casos se debe prevenir al propietario sobre el mayor riesgo y el animal sera tratado

con relacion con el problema detectado (Palma, 2001).

Sincronizacion de la donadora

La sincronizacion se puede realizar 4 semanas posparto, en caso de vacas,
siempre y cuando haya un celo natural de referencia pos parto y no presenten ninguna

anormalidad de tipo ginecolégico que las haga rechazables como donantes. Para
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concretar la fecha de sincronizacion nos debemos ajustar lo mas posible al ciclo del
animal, sin eventos que nos afecten. Asi pues los animales que hayan presentado
celos muy cercanos en el tiempo (dispersion < 7 dias) se dejen y los celos de los
animales restantes se sincronizan, ya sea mediante una prolongacion del ciclo con
progestagenos (dispositivo intravaginal, implantes subcutaneos) o acortando el mismo
mediante PGF2a. Es aconsejable administrar GnRH durante el celo para inducir la

ovulacion o estabilizar el ciclo (Gorlach, 1997).

Superovulaciéon de la donadora

Vélez, Hincapi€, y Matamoros, (2009) menciona que la técnica de superovulaciéon
consiste en tratar a la hembra con hormonas, lo que ocasiona una ovulacién mditiple,

y no solamente de uno como normalmente sucede en cada ciclo estral.

Los tratamientos superovulatorios tradicionales, consistian en administrar
gonadotrofina coridnica equina (eCG) una sola dosis o dos aplicaciones diarias de

extractos de pituitaria conteniendo FSH durante 4 o 5 dias (Tribulo y col., 20012).

La variabilidad en la respuesta superovulatoria, el tiempo y el esfuerzo necesario
para el tratamiento y la deteccion del celo han sido problemas limitantes que afectan
el éxito de la tecnologia de TE (Mapletoft y col., 2002). Aunque el reciente desarrollo
de protocolos que permiten el control de la emergencia de la onda folicular y la
ovulacion no han eliminado la variabilidad a la respuesta superovulatoria, estas
técnicas han obtenido un impacto positivo en la TE. Ademas, con estos protocolos que

sincronizan la ovulacion se ha eliminado la necesidad de la deteccidon de celo durante

Norma Alejandrina Gordillo Lema.



UNIVERSIDAD DE CUENCA 31

el protocolo de superestimulacion permitiendo la inseminacién artificial de la donante

a tiempo fijo (Mapletoft y col., 2011).

Las diferencias en el comportamiento fisiologico y reproductivo entre animales
Bos indicus y Bos taurus afectan la eficiencia de los protocolos de SOV teniendo un
impacto negativo en los programas comerciales de TE; otros factores como el medio

ambiente, edad, estado nutricional alteran el tratamiento (Kanuya y col., 1997).

Los esquemas de SOV buscan mejorar las tasas de respuesta en la produccion
de embriones de calidad excelente y buena (transferibles o congelables), y aumentar

las tasas de gestacion de los embriones transferidos (Maldonado y Bolivar, 2008).

La SOV en la vaca es un paso muy importante en los procesos de TE. La vaca es
un animal monotoco, por lo que generalmente libera solo un évulo en un ciclo estral.
En la SOV se estimula el desarrollo folicular en el ciclo estral. Vacas y novillas que han
sido tratadas pueden liberar 10 o mas 6vulos viables durante un ciclo estral;
aproximadamente un 85% de las vacas donadoras fértiles pueden responder a
tratamientos de SOV con un promedio de 5 embriones transferibles. Algunas vacas
son tratadas repetidamente en un intervalo de 60 dias, presentando un decremento en

la produccién de embriones (Garzén y col., 2007).

Investigaciones revelan una disminucion de la respuesta superovulatoria en
animales viejos (Vieira, 2009), otras investigaciones encuentran que no hay diferencia

en el nimero de embriones producidos. Entre el 20 a 30% de las donadoras no
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producen embriones, otro 20 a 30% responden de forma intermedia y finalmente un

20 a 30% responden bien a los protocolos de SOV. (Motta y col., 2011).

Durante la fase luteal media son comenzados los tratamientos de SOV en el
ganado bovino, preferentemente entre los dias 8 y 12 después de observado el celo.
Este esquema para superovular vacas donantes derivo de experimentos y pruebas de
campo realizados durante la década del 70 en el que se concluyo que los tratamientos
multiovulatorios comenzados en el dia 9 0 10 después de detectarse el celo resultaban
en una mejor respuesta que aquellos iniciados antes (dia 2 a 6) o después (dia 12 a
13). Esto es a causa de que durante el ciclo estral bovino hay 2 o 3 (a veces 4 en la
raza Cebu) ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas la segunda onda

folicular, comienza en promedio, entre los dias 9 y 10 (7 y 8) (Callejas, 2001).

La SOV vy la sincronizacién no pueden verse como un hecho aislado, éstas se
basan en una serie de acontecimientos fisioldgicos que abarcan procesos endocrinos
desde el ciclo estral hasta la ovulacién de los foliculos que se han desarrollado en
respuesta al tratamiento hormonal suministrado y que son los responsables en gran
medida de que la respuesta al tratamiento sea de alta calidad en términos de

embriones recuperados y de su calidad (Maldonado y Bolivar, 2008).

Esquema tradicional de la SOV

El esquema de SOV requiere la observacion de un celo de referencia; luego,

entre los dias 9 y 12 del ciclo estral (Mapletoft y col., 2011), se inicia las dos
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aplicaciones diarias cada 12 h durante 4 dias de dosis decrecientes de FSH; al tercer
dia de tratamiento se administra una dosis de PGF2q; y al celo inducido por esta, se
hace entre dos y tres IA cada 12 h; a mas de esto, se aplica una dosis de LH en cada
IA; al dia 7 u 8 después de la IA se realiza la coleccion de los embriones. Estudios
posteriores sobre el ciclo estral y la fisiologia de la dinamica folicular en hembras
bovinas permitieron sugerir que el inicio del tratamiento con FSH exdgena coincidia
con el surgimiento de la segunda oleada de desarrollo folicular (Maldonado y Bolivar,

2008).

Protocolos de SOV de la donante

La SOV consiste en la administracion de gonadotrofinas para provocar la
estimulacién de los ovarios de una hembra donante y estos desarrollen varios foliculos,
cada foliculo contendra un ovocito maduro que podra ser fecundado. Por lo tanto la

induccion a la superestimulacion aumenta la probabilidad de tener mas de un embrion.

Existen varios protocolos de SOV de vacas; estos pueden variar en tiempo,
cantidad de dosis y al manejo que se le dan. Al aplicar un protocolo se debe hacerlo
con responsabilidad y disposicién de tiempo, ya que al cometer un simple error se

estaria perdiendo todo el tratamiento que se le esta suministrando a la vaca.

El protocolo de SOV con prostaglandinas, utiliza el celo de referencia natural,
esto es lo que lo diferencia del protocolo anterior. Es decir en este caso el celo no es
inducido. El dia 0 se palpan las vacas donadoras, las que presentan un CL, se les

aplica PGFza , luego entre los dias tres y cinco hay un celo esperado, el cual debe ser
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monitoreado, vigilando de cerca el comportamiento de las vacas. En las vacas que
fueron tratadas con PGFza se hace otra palpacion de CL en el dia 14; el dia 15 en las
vacas que presentaron CL se comienza la aplicaciéon de FSH, se realiza la IA entre

los dias 19y 20 y el dia 26 se colecta los embriones.

El protocolo de SOV con CIDR® (implante intravaginal de Pa4), utiliza el celo
natural de referencia. Al dia O se coloca el implante y 2 mL de Benzoato de estradiol
(BE) en las vacas donadoras, que presentan un CL definido, luego al dia 4 se inician
las aplicaciones de FSH (am-pm). En el dia 6 se retira el implante, después se realiza
la 1A en los dias 8 y 9. El lavado y la colecta de embriones se hace el dia 15 (Orellana

y Peralta, 2007).

Manipulacion de las ondas foliculares para la superestimulacion

Tradicionalmente los protocolo SOV eran comenzados en la fase luteal media
del ciclo estral, aproximadamente entre los dias 9-11 después del celo, se logré una
mayor respuesta superovulatoria. Esto se debe a que en la mayoria de las vacas la
segunda onda folicular comienza en promedio entre los dias 9 y 10 del ciclo, esta
informacion se sabe hoy en dia por la utilizacion de ultrasonido, y por eso estaria
presente el crecimiento de una nueva cohorte de foliculos (B6 y col., 2009). El dia de
la emergencia de la segunda onda folicular difiere entre individuos y es 1-2 dias mas
tarde en animales con dos ondas que en los de tres ondas. La necesidad de esperar
hasta la mitad del ciclo para iniciar los tratamientos superestimulatorios implica realizar

deteccidén de celos y por eso se presenta un retardo obligatorio. Para obviar esos
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problemas, una alternativa es iniciar los tratamientos superovulatorios después de

haber sincronizado la emergencia de la onda folicular.

Con el estudio del efecto de hormonas como la FSH, la GnRH, los estrogenos
(1-2,5 mg), la P4 (50 mg) y la LH o la gonadotropina corionica humana (hCG), se ha
logrado evitar el efecto negativo del foliculo dominante y asi poder iniciar el tratamiento
superovulatorio en cualquier etapa del ciclo. La utilizacion de estas hormonas no solo
elimina el efecto de el foliculo dominante sino que ademas permite sincronizar las
ondas foliculares, la ovulacién y, por ende, se puede inseminar en tiempo fijo (Jiménez,

2009).

Tratamientos de superovulacién

Progestagenos.

La P4 suprime el estro y la ovulacion, actuando a través de un mecanismo de
retroalimentacion negativa sobre la liberacion de la LH, por lo mismo probablemente
se reduce la frecuencia de los pulsos de esta hormona y se impide que algun foliculo
ovarico complete su desarrollo y ovule. Al retirar la hormona los foliculos de todas
aguellas vacas tratadas completaran su desarrollo al mismo tiempo lo que provoca el
estro sincronizado. Cuando se aplica progestagenos en un protocolo de SOV este
puede dar inicio independientemente de que las donantes se encuentren en fase luteal
a diferencia de lo que ocurre con la PGF2a, (Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Estado de Chiapas, 2006).
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Se utilizan dispositivos intravaginales (esponjas) e implantes subcutaneos con
progestagenos entre 9 y 11 dias, comenzando la aplicacion de la FSH 48 h antes de
retirar el implante. En los ultimos afios en programas de sincronizacion de celo en
ganado bovino de carne y leche se han utilizado cada vez mas tratamientos con
estradiol y P4. Los tratamientos consisten en la insercion de un dispositivo de liberacion
de P4y en la administracion de estradiol el dia O, para sincronizar la emergencia de la
onda folicular e impedir el desarrollo de foliculos persistentes, en los dias 7 u 8 se
aplica PGFza y se retira el dispositivo, para asegurar la lutedlisis, ademas 24 h mas
tarde se aplica una dosis menor de estradiol o GnRH/LH 48 a 54 h después para
sincronizar la ovulacion. Los productores de leche de todo el mundo utilizaron estos
protocolos y obtuvieron tasas entre 35 y 55%. La tasa de prefiez en animales
sincronizados se ve principalmente afectada por la condicion corporal, la produccion

de leche de las vaca y los dias en lactancia (B6 y col., 2008).

FSH

La hormona mas utilizada para superovular bovinos es la FSH, la cual puede ser de
origen ovino, porcino o bovino. Esta hormona tiene una vida media de 2 a5 h en el
cuerpo, por consiguiente requiere de varias aplicaciones 8 veces por 4 dias cada 12 h

para lograr su efecto (lllera, 1994; Jiménez, 2009).

En vacas Holstein el esquema estandar de las inyecciones de FSH para la SOV

es en total 36 mg, estas son inyectadas en dosis fragmentadas durante 4 dias. La dosis
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optima de FSH para la SOV difiere segun la raza de la donadora. Las inyecciones

deben ser aplicadas entre 8 a 12 horas am y pm (Garzén y col., 2007).

Gonadotropina coridnica equina

Esta hormona también tiene actividad de FSH conocida como la gonadotropina
coridénican equina (eCG), antiguamente conocida como gonadotropina de suero de
yegua prefiada (PMSG). Esta hormona tiene una vida media demasiado larga (persiste
en sangre por mas de 10 d) y altos contenidos de LH, lo que genera una respuesta
exagerada en el crecimiento folicular (lllera, 1994). Para disminuir este efecto, el
animal debe ser tratado con una anti-eCG para frenar ese efecto excesivo. A pesar de
la ventaja que solo requiere de una aplicacion, la utilizacion de la eCG como hormona
superovulatoria no es muy difundida. Sin embargo, la eCG puede ser una alternativa
de superovulacion en especial en lugares donde no es facil realizar un protocolo con
inyecciones multiples como el requerido para la FSH (Jiménez, 2009). La dosis
utilizada en tratamientos de SOV es de 2000 a 4000 Ul de eCG en los dias 9 a 14 del
ciclo estral. Dosis excesivas de eCG frecuentemente produce quistes foliculares

(Garzén y col., 2007).

En un experimento comparando novillas y vacas se encontré que las novillas tienen
una mejor respuesta superovulatoria a la eCG que las vacas. El tratamiento consisti

en tratar con eCG y anti eCG (Jiménez, 2009).
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Variabilidad de la respuesta superovulatoria

El andlisis se efectla en base a lo propuesto por Mapletoft y Murphy, (1987)
quienes consideraron por un lado, la variabilidad debida a los tratamientos hormonales
y por otro, la variabilidad inherente a la donante y a su medio ambiente (Cabodevila &

Torquati, 2001).

Tabla 1. Respuesta superovulatoria obtenida con distintas dosis de

gonadotrofinas.

. Embriones .
iklesdc s Obtenidos Transferibles (%) Fietonencies
FSH-p 24 mg 12=11 5+6 57 =37 Donaldson
28 mg 15212 6+6 45 + 35° (1984b)
38mg 19 516 52+34°
40mg 12211 5-6 43242"
50-52 mg 727 4+5 47 + 36*
60 mg 78 3+4 40 + 38°
FSH-p 15mg 5 3 55
30 mg 19° 6 34 i
45mg 25° 5 20 ’1’;86'
60 mg 15° 0.2 1 (1986)
FSH-p#= S5mg 0.8 03 38 Wu y col.
10mg 6 3 52 (1988a)
15 mg 8 3 40
20 mg 8 3 41
25mg 8 3 35
30 mg 9 3 33
40 mg 6 2 40
PMSG 1500 UI 3 NR 43 Zeitoun
3000 UI 5 NR 25 y col.
i 6000 UI 3 NR 15 (1988)
NR: no registrado; *: equivale a 1050 Ul de actividad de FSH como de LH.»+: FSH-p con bajo
contenido de LH, 20 mg = 35 mg FSH estandar NIH. Todas las FSH-p estan expresadas en
unidades Armour. Los valores con letras diferentes dentro de una misma columna difieren
estadisticamente (p < 0,05)

Fuente: Cabodevila y Torquati, 2001
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Evolucion de los esquemas de SOV

En la década de los afios 90 para la SOV de las donadoras se utilizaba un
protocolo sencillo, que consistia en: la deteccion del celo de referencia, la
administracion de FSH pura o como PMSG, desde el dia 9 hasta el dia 12 del ciclo de
referencia para la SOV, acompafado de la administracion de prostaglandina, la IA al
celo observado junto con la aplicacion de una fuente de LH para lograr la ovulacion y
de anti-PMSG, cuando se utilizaba esta hormona como fuente de FSH para inducir la

SOV.

A partir del afio 2000 se dispone de toda una gama de protocolos de SOV de
las donadoras y de sincronizacion del estro en las receptoras, que han hecho mucho
mas complejo el tratamiento hormonal de las novillas y de las vacas, han aumentado
considerablemente los costos del proceso, representados en la mano de obra, el
descarte de cerca de la mitad de las hembras destinadas como receptoras por tener
"cuerpo luteo inapropiado”. Todo lo anterior ademas, de reducir la rentabilidad global
del proceso, debido al numero elevado de hembras receptoras descartadas en cada
ciclo de transferencia, aumenta el periodo abierto de las receptoras, algin porcentaje
de estas son descartadas por problemas de fertilidad, pero sin tener datos sobre la
consecuencia del tratamiento hormonal. Curiosamente, las tasas de respuesta en
términos de embriones de calidad para la transferencia en fresco o la congelacion, el
porcentaje de gestaciones obtenidas con embriones transferidos en fresco o
descongelados, y el porcentaje de terneros nacidos, siguen oscilando alrededor de los

promedios obtenidos desde hace mas de diez afios (Maldonado y Bolivar, 2008).
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Resultados de los esquemas de SOV y recuperacion de embriones

En Europa se ha conocido importantes variaciones en la tasa de embriones
transferibles/afio durante los Ultimos nueve afios, en donde se observa que no se ha
logrado ningun progreso en cuanto al porcentaje de embriones transferidos. En
América del norte se informo una produccion promedio de 4.7 embriones para 1980 y
1981, valor similar informado para el periodo 1978-1982 de un promedio de 5.1
embriones. Ademas, los investigadores han enfocado sus esfuerzos en métodos que
incrementen el numero de ovulaciones y de oocitos fertilizados, pero el nimero de
embriones transferibles no ha incrementado en los ultimos 20 afios. Esta situacion
permite plantear una serie de cuestionamientos sobre la racionalidad terapéutica y
econdémica de los esquemas de SOV para TE y las posibles causas de las tasas de

respuesta en la produccién de embriones (Maldonado y Bolivar, 2008).

Coleccién de embriones

Actualmente la técnica mas usada en bovinos en la coleccion no quirdrgica
(transcervical). Esta consiste en la lavar varias veces el cuerno uterino con el medio
de coleccién. Esto se consigue introduciendo el catéter de Foley a través del cérvix
hasta la curvatura mayor del cuerno, lugar donde se fija inflando el globo del catéter,
el cual se une a la manguera. Por un lado de la bifurcacion entra el medio al Utero,
cada vez que se llena este se le da un masaje, posteriormente se extrae el medio el
cual sale hacia el filtro colector de embriones. Una vez lavado un cuerno, se saca el

catéter y se repite la operacién en el cuerno opuesto. El momento indicado para
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realizar la coleccion es entre el dia 6.5 a 7 de iniciado el estro debido al tipo de
estructuras que se encuentran en estos dias considerando que los embriones pasan
del oviducto al cuerno uterino en el cuarto o quinto dia. Después de la coleccion
embrionaria las donadoras reciben una inyeccion de PGF2a con el objeto de inducir la
regresion de los CL, evitar una posible gestacion, incluso multiple y acortar el periodo
entre colecciones (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Estado de

Chiapas, 2006).

Desarrollo embrionario

Nomenclatura.

Después de su liberacién, el ovocito es "atrapado” por las fimbrias del infundibulum y
dirigido al interior del oviducto a través de la actividad ciliar. ElI ovocito bovino,
fertilizado o no, mide de 150-190 um de didmetro, incluyendo a la zona o membrana
pellcida, una capa a celular glicoproteina de 12 a 15 um de espesor producida por el
ovocito. En la ampolla del oviducto se da la fecundacion a partir del contacto entre el
espermatozoide y el ovocito, comienza el desarrollo embrionario previo a la nidacion
del embrion (Neira, 2011). Pocas horas después de la fusion nuclear el cigoto
comienza a dividirse. La divisién nuclear es mitética y las nuevas células se denominan
blastémeros. El desarrollo del embrion hasta los 8 dias ocurre dentro de la zona
peltcida. En los primeros 6 dias de desarrollo no se manifiesta aumento de tamafio,

solo el incremento del numero de blastomeros (Palma, 2001).
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La edad del embridén es establecida a partir del dia del estro (dia 0). Al dia 1 le
corresponde la ovulacidn. De esta forma entre 24 y 36 h después de la fertilizacion el
cigoto se divide en 2 células ovales (dia 2); 24 h mas tarde (dia 3) el embridn cuenta
ya con 4 células. La division de los blastomeros puede cumplirse en forma asincronica,
razon por la cual es posible observar en estadios tempranos un numero impar de
células. El intervalo entre la divisibn mas temprana y la mas tardia es alrededor de 4
h. Hasta el estadio de 8 células (dia 4) el cigoto es transportado a través del oviducto.
El dia 5, aproximadamente, se produce el ingreso al cuerno uterino en estadio de 16
células, momento a partir del cual es posible obtener el embrion en forma no quirdrgica
y evaluarlo de acuerdo a su estadio y calidad. El dia 5 el cigoto continda su desarrollo
a 32 blastomeros y su forma es similar a la de una mora, razén por la que se lo
denomina moérula temprana, donde es posible distinguir individualmente a los

blastbmeros. Su masa celular ocupa casi todo el espacio perivitelino (Palma, 1993).
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Figura 3. Desarrollo y transito embrionario en el tracto genital: ejemplos de las

diferentes etapas que se dan a partir del dia O (celo) en la vaca.

Fuente: Palma, 1993
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Factores relacionados con el desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario y el subsiguiente crecimiento fetal abarcan procesos como
la proliferacion celular, el desarrollo y mantenimiento del CL, las funciones del oviducto
y del utero, la implantacién y vascularizacién del embrion, entre otros. El embrion se
encuentra encerrado en la zona pellucida durante los primeros estadios de division
celular desde una célula hasta el blastocisto temprano entre los dias 7 u 8, donde sus
requerimientos para mantenimiento se basan en el piruvato y oxalacetato. En estas
primeras etapas previo a la fertilizacion, hay la presencia de factores de crecimiento
(FC) como el transformador alfa (TGF-a), el transformador beta (TGF-) y el derivado
de plaguetas (PDGF), los cuales estan implicados en el proceso de desarrollo

temprano del ovocito (Tovio, 2008).

Tipificacién de embriones

Evaluacidon embrionaria.

La valoracion visual de los embriones no es una ciencia exacta sino una técnica

subjetiva utilizada para apreciar un sistema bioldgico en desarrollo (Gorlach, 1999).

Es importante tener en cuenta el sistema de clasificacion embrionario basado
en la calidad y el estado de desarrollo del embrion que va a ser transferido, para lograr
los mejores resultados de la técnica. A los embriones se clasifica de acuerdo a dos
criterios: 1) grado de desarrollo 2) calidad. La Sociedad Internacional de Transferencia

de Embriones (IETS), ha designado un nimero progresivo para los diferentes estadios
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de desarrollo y para la calidad del embridn (Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Estado de Chiapas, 2006).

Tabla 2. Criterios de clasificacion para embriones bovinos.

Grado de desarrollo Clave Edad No. de
del embrién Células
Ovulo 1
2 a 16 blastbmeros 2 2 - 4 dias 2-16
Morula temprana 3 5 dias > 16
Mérula compacta 4 6 dias 32 - 64
Blastocito temprano 5 7 dias 160
Blastocito maduro 6 7 dias 180
Blastocito expandido 7 8 dias 200
Blastocito en eclosién 8 9 dias > 200
Embrion eclosionado 9

Fuente: (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Estado de Chiapas,

2006).

Por calidad los embriones se clasifican: Cédigo 1. Excelente o bueno; Cdodigo
2. Regular; Cédigo 3. Malo; y Codigo 4. Muerto / degenerado (Stingfellow y Siedel,

2000).
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Tabla 3. Clasificacion de los embriones de acuerdo a su morfologia y calidad.

Calidad del

. Clave Morfologia
embrion
Excelente 1 Esférico, simétrico, células y color uniformes
Imperfecciones ligeras, blastomeros extruidos,
Bueno 2 .
vesiculas.
Alteraciones mas severas, vesiculas, células
Pobre o regular 3
degeneradas.
. Alteraciones graves, signos de degeneracion,
No transferible 4 9 9 9

vesiculas.

Fuente: (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Estado de Chiapas,

2006).

Una vez clasificado los embriones se procede a la criopreservacion mediante
Nitrogeno liquido a una temperatura cercana a los -196°C. Se puede transferir en
fresco sin ser criopreservados los embriones a una hembra receptora seleccionada
previo un efectivo control del ciclo estral y en el dia 7 post-celo para que coincida con
el estado de desarrollo del embrién que va a alojar en el utero (Gorlach, 1999). Los
resultados de un programa de TE se ven afectados por la asincronia entre las hembras

donante y receptora (Bo y col., 2003).
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Principios de ecografia y sus usos en la reproduccion bovina

La ecografia o ultrasonografia es una técnica en la que se emplea ondas de
sonido de alta frecuencia para producir imagenes de los tejidos blandos y 6rganos
internos, las que se visualizan a través de la pantalla del ecografo. La técnica de
ecografia en reproduccion bovina se ha incrementado cada dia por los especialista en
biotecnologia de la reproduccién bovina, pues su utilizacién es demandada cada vez
mas por los ganaderos y los centros cientificos, ya que su aplicacién confirma o
desestima la valoracion realizada por palpacion rectal (Lazaridis y col., 2012),
constituyendo un medio diagndstico de certeza en la dinamica de las ondas foliculares,
desarrollo del cuerpo Iuteo, la determinacién del estado de gestacion precoz, sexado
de las crias (Ginther, 2014) y la evaluacion de los procesos patologicos del sistema

reproductor, entre otros usos.

La ecografia es una técnica de diagndstico por imagen sobre la base de la
emision de ultrasonidos y la recepcidn de ecos. Estos ecos se producen por la reflexion
de los ultrasonidos a nivel de los distintos tejidos. Cuanto mayor sea la reflexién, mayor
intensidad tendran los ecos, pero menor cantidad de ultrasonidos serdn capaces de

seguir avanzando y mandar informacion (Tamayo, 2005).

Tejidos Anecogénicos 0 anecoicos.

Son estructuras llenas de liquido y se aprecian de color negro, son atravesados por

ondas, un ejemplo claro de ello son los foliculos (Fernandez, 2012).
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Tejidos Ecogénicos o0 ecoicos.

Estructuras de tejido blando y se aprecian de color gris. Estos tejidos rechazan las

ondas (Fernandez, 2012)

Tejidos hiperecogénicos o hiperecoicos.

Corresponden a estructuras 0seas Yy aire y se aprecia de color blanco. Reflejan todos

los ultrasonidos (Fernandez, 2008).

La ecografia del sistema reproductor de la hembra bovina se realiza por via
rectal; previamente a la introducciébn de la sonda se debe efectuar una breve
exploracién rectal con el propésito de conocer la ubicacion del Utero y de los ovarios.
Debemos precisar un buen contacto del transductor con la mucosa rectal para obtener

imagenes de mejor calidad.

Raza Criolla

Bovino criollo americano.

El bovino criollo desciende de los animales que llegaron en el segundo viaje de Colon
en 1493 (FAO-PNUMA, 1981), de los posteriores envios llegaron a la isla la Espafiola,
gue hoy es suelo de la Republica Dominicana y Haiti. Se difundieron por todo el
territorio americano desde centroamérica adaptandose a todos los ambientes (calor,
frio, inundaciones, etc.) y por lo tanto generando una variabilidad genética unica (Vidal,

2009).
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Estos bovinos contribuyeron con el desarrollo econdmico y cultural de América a
través de la provision de alimento, abrigo y trabajo. El ganado criollo ha sido la base
de la ganaderia por mas de seis siglos en América Latina, ahora se encuentra en fase
de ser absorbida por otras razas. La introduccion indiscriminada de razas
seleccionadas de alta produccién de carne y leche, en otros ambientes para desplazar
las poblaciones de raza criolla, hace que se origine una variacion genética y pérdida

de material genético potencialmente valioso (Vidal, 2009).

En reconocimiento de ello se han desarrollado varios programas y proyectos sobre
el manejo y conservacion del material genético. El ganado criollo que todavia perdura
en la mayoria de los paises de América Latina, por lo general disperso en nucleos
relativamente pequefios, esta en manos de ganaderos pequefios de modestos
recursos econdmicos. La capacidad productiva y reproductiva de estos animales se ve
afectada debido a que estos sectores proveen al ganado deficiencias en cuanto al
manejo, la sanidad y la alimentacion. Por la falta de estudios que permitan la valoracion
de estos, para la utilizacion estratégica en programas de mejoramiento genético la
poblacién actual de bovinos criollos esta en riesgo de desaparecer. El uso principal
de este interesante biotipo es aprovechar su rusticidad, resistencia al medio ambiente,

la fertilidad y la tolerancia a los paréasitos (Cevallos, 2012).
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Caracteristicas de la raza criolla.

La raza criolla posee las siguientes caracteristicas que son: cabeza, huesos y pelos
finos; piel negra, rabo descarnado, piel gruesa que le hace resistente a los parasitos,

papada prominente, ubre amplia con una buena disposicion de cuartos (Vidal, 2009).

Fenotipo y zoometria del bovino criollo del Ecuador.

En la sierra media-alta en la cordillera de los Andes de la Regién Sur del Ecuador se
encuentran presente 3 fenotipos de bovinos criollos los cuales son: ElI bovino “Negro
Lojano”, animal pequefo, corto, con cuernos , de pelaje negro y largo, con alguna
pequefia mancha blanca a nivel de frente, ubre o cafas, es de tipo lechero; el bovino
“Encerado”, pequeno, corto, de pelaje gris, con pequefias manchas de pelos blancos
a nivel de diversas partes del cuerpo, por sus medidas morfométricas es un animal de
doble propdosito tipo leche y carne, y el bovino “Pintado o Cajamarca” que presenta un
pelaje amarillo claro a obscuro con zonas de pelos blancos, es un animal pequefio y

corto, de doble propdsito.

Estos tres fenotipos tienen cualidades notables, como son: elevada capacidad
para aprovechar la escasa, dispersa y variada vegetacion natural; alto instinto materno;
excepcional resistencia y una menor exigencia en la tecnificacion de las condiciones

de manejo (Aguirre y col., 2011)

Vidal en el 2009 menciona que el bovino Pizan tiene una estatura media, posee

una adaptacién a las alturas andinas, es docil y a la vez rustico; ademas tiene una
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notable capacidad de asimilacién de todo alimento es resistente a enfermedades:

bronco-pulmonares, mastitis y panadizo (Vidal, 2009).

De lo antes mencionado se puede decir que estas son las razas criollas de mayor
pureza en nuestro pais, sin embargo para nuestro estudio se tomaron bovinos criollos
del paramo, que han sido sometidos a un proceso de adaptacion observando que la
mayoria de ellos presentan caracteristicas similares a las antes mencionadas. En
cuanto a su genética estos proceden de cruzas entre razas de bovinos introducidos y
criollos, ya que no existe una raza criolla propia de nuestro pais., sin embargo se estan
desarrollando proyectos de investigacion que permitan obtener una raza criolla propia

del Ecuador y asi conservar como patrimonio genético.
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Materiales

Materiales de campo:

Bioldgicos:

Vaconas criollas

Semen

Fisicos:

Ecografo Aloka Prosound 2
Sonda lineal de 7,5 MHz
Estereoscopio

Placa térmica
Computadora

Ropa de Trabajo

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Materiales y Métodos

Equipos para el manejo de los animales

Guantes de tacto
Hojas de campo
Jeringas descartables
Agujas descartables
Sonda Foley
Tuboeny

Mandril o estilete
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Filtro para embriones bovinos
Micro filtro

Cajas Petri cuadriculada
Pipetas

Micro pipetas

Pajuelas

Tapones

Materiales quimicos.

Progestageno

Benzoato de Estradiol

Prostaglandina

Anestésico lidocaina

Implantes (Progesterona 1,9 )

Gel (carboximetilcelulosa,)

Medios lavado PBS (solucion salina de fosfatos buferada)
GNRH

FSHp

Area de estudio

La presente investigacion fue desarrollada en la granja de lIrquis de la

Universidad de Cuenca, provincia del Azuay; cantén Cuenca, parroquia Victoria del
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Portete, en el Km 23 via Girén a 2.714 msnm, con una temperatura promedio de 8°C,

humedad relativa del 80% y pluviosidad de 800mm a 2.000mm.

Figura 4. Mapa de ubicacion de la parroquia donde se realiz6 el estudio.

Fuente: IGM - INEC
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Técnica para la investigacion

Unidad de observacion.

Se utilizaron 10 vaconas de raza criolla con una edad promedio de 19,9 *4,8 meses,
con una condicion corporal de 2,5 * 0,4 en escala de 1 a 5 y un peso promedio de

243,3 £ 45,0 kg. Se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

Criterios de inclusion.

Vaconas de raza criolla
Condicién corporal de 2,5+ 0,4
Edad de 19,9 £4,8 meses
Nuliparas

Ciclos estrales regulares

Criterios de exclusion.

Animales con problemas reproductivos

Enfermas

Caracteristicas de las vaconas para la investigacion.

Previo al inicio de la investigacion se procedié a monitorear ecograficamente a las
vaconas, a fin de evaluar los ovarios para verificar de que no exista ninguna patologia

(quistes ovaricos, cuerpos luteos cavitarios); de la misma manera se evaluaron los
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cuernos uterinos para descartar patologias como metritis, piometra, asi como también

en el cérvix y en la vagina para constatar patologias ligadas a estas.

Adaptacion de los animales previo a la investigacion.

Una vez seleccionadas las vaconas se realizé un proceso de adaptacion en el manejo
(cerca eléctrica) y la alimentacion y de tal forma que los animales ingresen a la
investigacion en iguales condiciones. Estas fueron alimentadas con pastura (mezcla
forrajera kikuyo, ray grass, trébol rojo y blanco), suplementadas con heno de pastura

y sales minerales y agua ad libitum.

Tratamientos realizados.

A las 10 vaconas se aplico lo siguiente.

1 Sincronizacién de la onda folicular: con progesterona y benzoato de estradiol.

2 Superovulacion: Con FSH con una condicién previa que las vaconas deben estar

sincronizadas
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Figura 5. Esquema protocolo de SOV y sincronizacion de la onda folicular

Fuente: Autora.

Superovulacion de las vaconas donantes

Una vez alcanzada la pubertad determinada por presencia de celo y cuerpo lateo

observado por Ultrasonografia (US), se comenzaron los tratamientos de SOV que

consistieron en aplicacion (dia 0) de un implante intravaginal de P4 1,9 g (P4- CIDR®,

Pfizer SA), 2 mg de Benzoato de estradiol (Grafoleon®, Life) y 50 mg de P4 via IM

(Progestar® , IMVAB, Cia Ltda.); dia 4: FSH (Folltropin V®, Bioniche) 40 mg 6 am y 40

mg 6 pm, via IM; dia 5: FSH 30 mg 6 am y 30 mg 6 pm, via IM; dia 6: FSH 20 mg mas

25 mg de PGFza (Lutalise®, Zoetis) y se retird el implante 6 am y FSH 20 mg mas 25

mg de PGF2a 6 pm, via IM; dia 7: FSH 10 mg 6 am y 10 mg 6 pm, via IM; dia 8: se

realizo la primera inseminacion previa aplicacion de GnRH (Fertagyl®, Intervet) 0,5 mg

6 am, via IM y una segunda inseminacion 6 pm,y el dia 15, se colect6 los embriones

para su posterior evaluacion y clasificacion.
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Protocolo de Monitoreo.

Se realiz6 mediante ultrasonografia, para ello se utilizO un ecografo marca Aloka
Prosound 2, multifrecuencia, provisto de un transductor lineal (7,5 MHz). Las
estructuras a observar fueron los ovarios: derecho e izquierdo de cada animal. Las

ecografias se realizaron mediante el siguiente protocolo.

1. Ingreso de las vaquillas a la manga

2. Sujecion de los animales en el collarin

3. Preparacion del ecégrafo

4. Colocacion de un protector en la sonda (guante con gel)
5. Calibracion del ultrasonografo

6. Introduccion del guante veterinario ginecoldgico

7. Lubricacion del guante a utilizar

8. Introduccion del brazo en el recto del animal

9. Evacuacion de las heces

10. Localizacién del cérvix, Utero, cuernos y ovarios
11. Introduccion de la sonda al lugar del examen

12. Contacto del transductor con el ovario derecho indirectamente via rectal

a. Toma dorsal del ovario
b. Corte transversal
C. Toma de medidas de los foliculos y cuerpo lateo en cada corte

13. Contacto del transductor con el ovario izquierdo indirectamente via rectal.
a. Toma dorsal del ovario

b. Corte transversal
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C. Toma de medidas de los foliculos y cuerpo luteo en cada corte

14.  Almacenamiento de la informacion en la memoria del ecégrafo y en el USB
(De  Universal Serial Bus)

15.  Retiro del transductor del recto del animal

16. Salida del animal de la manga

Monitoreo de los foliculos preovulatorios.

En el dia 8 del tratamiento superovulatorio a las 10 horas de iniciado el celo en la
primera IA se contabilizaron los foliculos = 8 mm de diametro, tanto del ovario derecho
como del izquierdo.; la siguiente medicion se hizo a las 10 horas de haber realizado la
segunda IA a los foliculos =2 8 mm de didmetro. La informacion obtenida fue
almacenada en la memoria del ecégrafo y en un dispositivo de almacenamiento
externo, también se registr6 en hojas de campo individuales para su respectivo

analisis.

Monitoreo de los cuerpos luteos.

Se realizé una ecografia de los ovarios 7 dias posteriores a la IA o en el dia 15 del
protocolo SOV antes de la coleccién de embriones, se contabilizé el nUmero y diametro

de los CL, la informacion fue almacenada de igual forma que para los foliculos.

Colecciéon de embriones.

La colecta de embriones se realizd 7 dias después de la primera inseminacion

precedida por una evaluacion ecografica de los cuerpos luteos existentes. Para la
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colecta se aplico el siguiente protocolo: limpieza de la region perineal, aplicacién de
anestesia peridural Lidocaina 100 mg (Xilocaina 2% LABETEC®) y la colecta
propiamente dicha usando una sonda tipo Foley (Vortech™ Silicone Catheter Syringe
Flush; AGTECH Inc) comenzando en el cuerno uterino correspondiente al ovario con
mayor namero de cuerpos luteos. El lavaje se hizo con 500 ml de PBS por cada cuerno
uterino, el PBS se recuperé en un filtro tipo EMCON (ZONA™ embryo collection filter,
Agtech Inc) y fue trasladado al laboratorio para la observacién del material recogido.
El liquido colectado se colocd en una caja Petri cuadriculada y por medio de un
estereoscopio se identificaron los embriones, se trasladaron a una caja Petri pequefia
con medio de mantenimiento (Emcare Holding Solution, AGTECH Inc) para lavarlos y

proceder a la valoracion.

Valoracién de embriones.

Una vez ubicados a los embriones y colocados en un medio nutritivo (holding), se
procedié a valorar de manera cuantitativa y cualitativa a los embriones de acuerdo a
los parametros de calificacion de la “Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones” (1. E.T. S) la que se indica en la tabla 3 y 4.
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Tabla 4. Codigos de la fase de desarrollo embrionario.

N° Estado

1 No fecundado

2 Dos a doce células

3 Morula temprana

4 Moérula

5 Blastocisto temprano

6 Blastocisto

7 Blastocisto expandido

8 Blastocisto eclosionado

9 Blastocisto eclosionado y expandido

Fuente: (Stingfellow & Siedel, 2000)
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Figura 6.Embriones bovinos: ejemplos de estado de desarrollo y calidad.

Fuente: Stingfellow y Siedel, 2000
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Figura 7.Embriones bovinos: ejemplos de estado de desarrollo y calidad

Fuente: Stingfellow y Siedel, 2000
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Figura 8. Embriones bovinos: ejemplos de estado de desarrollo y calidad

Fuente: Stingfellow y Siedel, 2000
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Analisis estadisticos.

Para evaluar los datos se utilizé el programa IBM® SPSS® 22, en el cual se
realizaron las pruebas de supuestos de normalidad, y luego correlaciones de Pearson
para relacionar las variables nimero, tamafio de foliculos preovulatorios y CL con
numero de embriones y estadistica de Tau-b de Kendall para establecer relacion de

namero, tamafio de foliculos preovulatorios y CL con calidad de embriones.

Mediante estadisticos descriptivos se obtuvo, nUmero, medias, porcentajes de
las siguientes variables: numero, tamafio de foliculos preuvulatorios, CL, embriones y

calidad de los mismos.

Todas las pruebas fueron realizadas al 5% de significancia.

Especificacion de las variables a evaluarse

Independiente: Didmetros de foliculos preovulatorios, numero de foliculos

preovulatorios, diametros de cuerpos lateos y nUmero de cuerpos luteos.

Dependientes: Calidad de embriones (Excelente ClI, Bueno CIl, Regular CllI, Malo 1V)

y niumero de embriones.

Norma Alejandrina Gordillo Lema.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Resultados

Resumen estadistico de las variables en estudio

Al realizar las tabulaciones de los datos registrados en cuanto a la presencia de

los foliculos preovulatorios y CL en los ovarios derecho e izquierdo , asi como también

la presencia de total de estructuras y embriones obtenidos pos

superovulatorio, se obtuvo los siguientes resultados

Tabla 5. Estadistica descriptiva de las variables.

tratamiento

Variables N total de Media Error Mediana Min. Max.
estructuras estandar

Numero de foliculos 77 7,70 0,59 7,50 5 11

preovulatorios

Diametro de foliculos - 9,49 0,19 9 8 15

preovulatorios (mm)

Numero de CL 68 6,80 0,46 7 5 10

Diametro de CL (mm) - 15,6 0,24 15,5 12,5 21,0

NUmero de estructuras 34 4,94 0,34 5 1 7

embrionarias

NUmero de embriones 28 3,11 0,80 2 1 7

Fuente: Autora.
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En este trabajo se encontro un total de 77 foliculos preovulatorios posterior al
tratamiento en las 10 vaconas, con un diametro promedio de 9,5 + 0,19 mm y una
media de 7,70 + 0,59 foliculos preovulatorios por animal, asi como también obtuvimos
una media de 6,80 + 0,46 CL con un diametro promedio de 15,6 + 0,24 mm de un total
de 68, ademas encontramos un promedio de 3,11 + 0,80 embriones por vacona

lavada, colectando un minimo de 1 embridén y un maximo de 7.

Por lo tanto se podria decir que el 88,31% de foliculos observados ovularon,
generando 68 CL, y de estos tan solo el 50% dieron lugar a 34 estructuras de las cuales

28 fueron embriones.

100 100%
90 90%
80 » 80%

)
70 % 70%
60 / 60%
50 / / 44,15% 50%
40 / 36,36% 400
?’
30 / / % ) 30%
20 / / 20%
10 / / / 10%
0 7 7 7 7 0%
Foliculos CL Estructuras Embriones
preovulatorios embrionarias

e Nimero de estructuras =—==0 de estructuras

Gréfico 1. Representacion grafica del niumero y porcentaje de estructuras

observadas.

Fuente: Autora.
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80 76,62%

7O

50

S0

%

19,48%

3.90%
|7 A

1 I |
8-10 mm =10-13 mm =13-15 mm

Diametro de foliculos preovulatorios

Gréfico 2. Porcentaje del diametro de foliculos preovulatorios en categorias.

Fuente: Autora.

Al agrupar los diametros de los foliculos preovulatorios en 3 categorias (IC 8-
10, >10-13 y Cll >13-15mm); se encontrd lo siguiente: que el 76,62% de foliculos

preovulatorios estaban en la IC, 19,48% en la lIC y 3,90% en la llIC.
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=17-21mm

Diametro de cuerpos lateos

Grafico 3. Porcentaje del diametro de cuerpos lUteos en categorias.

Fuente: Autora.

Se categorizo el didametro de CL de la siguiente manera (IC 12-17, IIC > 17-

21mm), la cual dio lugar que el 80,88% de CL estabanenlalICy el 19,12% en lalIC.
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Resumen del total de embriones encontrados después de la colecta.

Tabla 6. Estados de desarrollo embrionario y calidad de embriones

Calidad de embriones

Estados de desarrollo

- . Muerto o
embrionario Excelente  Regular degenerado Total
2-12 células N -- 2 2
% 0,0% 25,0% 7,1%
Morula N 8 2 6 16
% 44 ,4% 75% 57,1%
Blastocisto N 2 2
temprano % 11,1% 7,1%
Blastocisto N 5 5
% 27,8% 17,9%
Blastocisto N 3 0 0 3
expandido % 16,7% 10,7%
Total N 18 2 8 28
% 100% 100% 100% 100%

Fuente: Autora.

De un total de 28 embriones colectados de las 10 vaconas tratadas, encontramos
que 16 (57,1%) fueron mérulas de las cuales 8 se calificaron de excelente calidad, 2
regulares y 6 muertas; 5 (17,9%) blastocistos, 3 (10,7%) blastocistos expandidos, 2
(7,1%) blastocistos tempranos excelentes y 2(7,1%) de 2-12 células muertas, siendo

esto como consecuencia del dia de coleccion.
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Calidad de embriones

degenerado  embriones

Gréfico 4. Representacion en barras la calidad de embriones

Fuente: Autora.

Se obtuvo el 64,29% de embriones de excelente calidad de un total de 28 embriones,

el 28,57% muerto y un 7,14% fueron embriones regulares.
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Analisis estadistico de las variables estudiadas.

Coeficiente de correlacion de Pearson entre numero de foliculos

preovulatorios, con el nUmero de embriones.

Tabla 7. Correlaciéon entre el numero de foliculos preovulatorios y el nUumero de

embriones colectados.

Numero de foliculos Estadistico de Pearson 0,417
preovulatorios - Numero de Valor p 0,05 0,264
embriones Datos o*

*9 se refiere a los pares de datos estudiados y no al niumero de vaconas (10).

Fuente: Autora.

La correlacion de Pearson entre el numero de foliculos preovulatorios y el
namero de embriones (r =0,417) sefiala que se trata de una correlacion moderada y
que a mayor numero de foliculos preovulatorios en un proceso de SOV mayor nUmero
de embriones colectados; sin embargo p > 0,05 indica que no es significativo
estadisticamente, y de acuerdo a este valor p, esta correlacion podria cambiar en un

nuevo proceso muestral.
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Tabla 8. Correlacion entre diametro promedio de foliculos preovulatorios y

numero de embriones encontrados.

Diametro promedio de foliculos Estadistico de Pearson 0,063
preovulatorios - NUmero de embriones Valor p 0,05 0,863
Datos o*

*9 se refiere a los pares de datos estudiados y no al nimero de vaconas (10).

Fuente: Autora.

El coeficiente de correlacion r =0.063, indica que existe una relacion débil entre
la variable diametro de foliculos preovulatorios y el nimero de embriones, el valor p >

0,05 indica que no es significativo estadisticamente.

Tabla 9. Correlacion entre el numero de CL y el nimero de embriones

Estadistico de Pearson 0,146
NUmero de CL - NUumero de
. Valor p 0,05 0,708
embriones
Datos o9*

*9 se refiere a los pares de datos estudiados y no al nimero de vaconas (10).

Fuente: Autora.
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No existe correlacion significativa estadisticamente (p > 0,05) entre el nUmero
de CL y el numero de embriones. El coeficiente de correlacion de Pearson (r = 0,146)

sefala que hay en correlacion débil al estar proximo a 0.

Tabla 10. Correlacién entre el diametro de CL y el nUmero de embriones.

Estadistico de Pearson - 0,497
Diametro de CL - NUmero de I
embriones Valor p 0,05 0,174
Datos o*

*9 se refiere a los pares de datos estudiados y no al numero de vaconas (10).

Fuente: Autora.

Existe una correlacién negativa moderada (r = - 0,497) en cuanto al diametro
del CL con el niumero de embriones, que a mayor diametro de CL serd menor el

namero de embriones. No existe correlacion significativa estadisticamente (p > 0,05).
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Coeficiente de Tau-b de Kendall para relacionar nimero y tamafio de

foliculos preovulatorios y CL con la calidad de embriones obtenidos.

Tabla 11.Correlacion entre numero de foliculos preovulatorios con la calidad de

embriones.

Estadistico Tau-b de Kendall 0,272
Numero de foliculos
preovulatorios - Calidad Valor p 0,05 0,110
de embriones Datos o8

* 28 se refiere a 28 pares de datos que son superiores al N de animales.

Fuente: Autora.

El coeficiente de correlacion Tau-b de Kendall (0,272) indica que hay una
relacion baja entre el NUmero de foliculos preovulatorios con la calidad de embriones,

esta correlacion no es estadisticamente significativa (p > 0,05).
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Tabla 12. Correlacién entre el diametro promedio de foliculos preovulatorios con

calidad de embriones.

Estadistico Tau-b de Kendall 0,400*
Didmetro promedio de
foliculos preovulatorios - Valor p 0,05 0,015
Calidad de embriones Datos 28

*|la correlacion es significativa en el nivel de 0.05

N = 28 se refiere a 28 pares de datos estudiados que son superiores al N de animales.

Fuente: Autora.

Hay una correlacion significativa (p < 0,05) entre diametro promedio de foliculos
preovulatorios y calidad de embriones. La correlacion de Tau-b de Kendall (r =0,400)
indica que hay una relacién moderada y que mientras mayor sea el diametro de los
foliculos preovulatorios mayor calidad tendran los embriones obtenidos en un proceso

de SOV.

Tabla 13. Relacion entre numero de cuerpos luteos con calidad de embriones.

Estadistico Tau-b de Kendall -0,246
NUmero de CL - Calidad
. Valor p 0,05 0,162
de embriones
Datos 28

N = 28 se refiere a 28 pares de datos estudiados que son superiores al N de
animales.

Fuente: Autora.
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El estadistico de Tau-b de Kendall (r = -0,246) indica que hay una correlacion
negativa débil al estar proximo a 0 y que a cuanto mayor numero de CL menor sera la
calidad de los embriones. No hay correlacion significativa estadisticamente (p > 0,05)

entre las variables numero de CL y la calidad de los embriones.

Tabla 14. Correlacién entre didmetro de CL con calidad de embriones.

Estadistico Tau-b de Kendall 0,075
Diametro de CL - Val .05 3648
Calidad de embriones alorp o, '
Datos 28

N = 28 se refiere a los pares de datos estudiados que son superiores al N de
animales.

Fuente: Autora.

No existe una correlacion significativa (p > 0,05) entre el diametro de CL con la
calidad de embriones. El estadistico de Tau-b de Kendall (r = 0,075) indica que hay

una correlacion positiva muy baja al estar proximo a 0.
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Tabla 15. Correlacion entre numero foliculos preovulatorios y numero de CL

observados en un proceso de SOV.

Estadistico de Pearson 0,853**

NUmero de foliculos
Valor p 0,05 0,002

preovulatorios - Numero
de CL

NUmero de vaconas 10

**La correlacion es significativa en el nivel de 0.01

Fuente: Autora.

En este estudio se encontr6 una correlacion altamente significativa (p < 0,01) entre las
variables namero foliculos preovulatorios y numero de CL. El coeficiente de correlacion
de Pearson (r = 0,853) indica que hay una correlacion positiva alta, y que a mayor
namero de foliculos preovulatorios obtenidos en un proceso de superestimulacion

mayor sera el numero de cuerpo luteos.
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Discusion

Al realizar el andlisis estadistico de las variables propuestas en esta
investigacién se obtuvo que la cantidad de foliculos preovulatorios totales tuvo un
promedio de 7,70 + 0,59 con un diametro de 9,5 + 0,19 mm. Al comparar con los datos
de Baruselli y col., (2006), quienes evaluaron el efecto de retrasar la ovulacion en
donantes Nelores (Bos indicus) utilizando un tratamiento con LH despues de 12 a 24h
de la ultima dosis de Folltropin-V, obtuvieron 12.5 = 1.5; 9,4 + 1,0 foliculos mayores a
8 mm de diametro al aplicar LH 12 h (dia 8) y 24 h (dia 8,5) despues de la ultuma dosis
de Folltropin-V , se encuentra que los datos obtenidos son similires en cuanto al
diametro de los foliculos, pero difere en el numero ya que se obtuvo una menor cantiad

de foliculos.

Ginther y col., (1996) mencionan que en vacas Bos taurus los foliculos mayores
a 10 mm de diametro tienen capacidad ovulatoria, comparado con los resultados de la
raza criolla son de menor didmetro, y estan en un rango similar con la raza Bos indicus
ya que los foliculos con capacidad ovulatoria son de un diametro mayor a 7,5 mm
(Gimene y col., 2008); sin embargo, algunos trabajos en vacas y vaquillas reportan que
el diametro optimo del foliculo preovulatorio para incrementar la probabilidad de que
una hembra quede prefiada es de13 a 15,2 mm y = 12,8 mm respectivamente, pero
tiende a reducir cuando el diametro es < 12,8 6 >16 mm en vacas y < 10,7 0 > 15,7 en
vaquillas (Perry y col., 2005; Lopes y col., 2007; Perry y col., 2007; Machado y col.,
2012), los resultados son diferentes debido a que se encontro el 76,62% de foliculos

preovulatorios con diametros entre 8 a 10 mm.
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Aké y col., (1995), compararon la respuesta superovulatoria entre vacas Bos
indicus y Bos taurus bajo condiciones de tropico, encontraron mejor respuesta en las
donadoras Bos indicus que tuvieron mayor promedio de CL por vaca (15,1 = 7,4 vs
10,8 = 4,9) respectivamente, y mayor promedio de embriones recuperados que las
donadoras Bos taurus (11,6 £ 7,9 vs 7,1 + 3,6). Al comparar con el presente tabajo se
ubtuvo una media inferior de 6,80 + 0,46 CL y menor cantidad de embriones colectados
3,11. Al contrastar con los datos obtenidos por Pallerano y col., (2003), quien
superovulé bufalas utilizando un protocolo similar, los resultados fueron 5 foliculos =
8mm en cuanto a la respuesta superovulatoria fue de 3 CL, por tanto los datos
obtenidos en el presente estudio son superiores a los obtenidos por los autores, al
igual que lo reportado por Kanuya y col., (1997) quienes obtuvieron una media de 2.8
embriones recolectados y 1.8 embriones transferibles utilizando FSH-p ; sin embargo
al comparar con los valores reportados por (Ratto y col., (2008), quienes administraron
1500 Ul de eCG en vacas suplementadas con Se, y obtuvieron una media de 5,6 *

3,6 CLYy 3,3 % 3,4 estructuras los resultados son similares.

Las diferencias con los resultados mencionados anteriormente se deben
posiblemente al tamafio de la muestra, el efecto del clima, la individualidad, el medio
ambiente y la condicion corporal son la mayor fuente de variacion en la respuesta
superovulatoria; tambien se debe tener en cuenta lo mencionado por Baruselli y col.,
(2006), quien afirma que entre el 20 a 30% de las donadoras no responden al
tratamiento superestimulatorio, otro 20 a 30% producen embriones de forma

intermedia y finalmente un 20 a 30% responden bien a los protocolos de SOV.
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El porcentaje de embriones obtenidos de acuerdo a la calidad de los embriones
fue de 64,29% excelentes (Cl), 7,14 % regular (Cll) y de 28,57% muerto o degenerados
(CIl). Estos resultados superan los de Kelly y col., (1997) quienes reportaron el
45.08% de sus embriones en grado | y Il utilizando FSH-p, por otro lado son similares
a los datos obtenidos por Aké y col., (1995); Mejia y Vasquez, (2002) quienes

obtuvieron 64.7% de embriones grado 1 y II.

Kanuya y col., (1997) evaluaron la respuesta superovulatoria cuantitativa y
cualitativas después del tratamiento con FSH en novillas y vacas de raza Jersey y
Ayrshire respectivamente, obtuvieron un coeficiente de correlacion positivo (r =0,65) y
una significacion de P < 0.05 entre el nimero de CL y el nUmero de embriones
recuperados; tambien Aké y col., (1999) afirman que a mayor numero CL mayor
namero de embriones, al contrastar con los resultados del presente trabajo difiere ya
gue se obtuvo una carrelacion debil (r =0,146) no significativa p= 0,708, hay que tener

[{pel)

presente que el valor “p” alto puede ser debido al numero de casos estudiados (10).

Kohrama y Poorhamdollaha (2012) superovularon vacas Holstein utilizando 400 mg
FSH-p, observaron que los animales que tenian mayor namero de foliculos con un
didmetro mayor a 7,6 mm al inicio del tratamiento de SOV dieron lugar a una mayor

respuesta superovulatoria produciendo mas embriones de excelente calidad.

Estos resultados son similares, debido a que se determino una correlacion (r = 0,400)
significativa (p = 0,015) entre el diametro del foliculo preovulatorio con la calidad de

embriones, con respecto a las correlaciones de numero y diametro de foliculos
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preovulaturios con numero de embriones se obtuvo una relacion muy debil pero no

significativa (p >0,05).
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Conclusiones

» En este estudio se encontr6 7,70 £ 0,59 foliculos preovulatorios en promedio
con un didmetro de 9,5 + 0,19 mm en las vaconas criollas superovuladas.

» La media de CL observados fue 6,80 £ 0,46 con un diametro de 15,6 + 0,24
mm.

» El numero promedio de embriones por vaquilla colectada fue de 3,11+ 0,80, de
los cuales el 64, 3% fueron calificados de excelente calidad.

» Se obtuvo relacién baja no significativa entre las variables namero, diametro de
foliculos preovulatorios y CL con numero de embriones y nimero, diametro de
CL con calidad de embriones, sin embargo existe una correlacion moderada (r
= 0,400) significativa (p < 0,05) entre el diametro del foliculo preovulatorio con
la calidad de embriones, por lo tanto se dice que a mayor diametro de foliculo
preovulatorio mayor calidad de embriones. Sin embargo, la poca informacion
obtenida sobre producciéon de embriones en la raza criolla de la altura, impide
que se emita un criterio de discusion sobre la hipotesis.

» Dentro de este estudio se observd una correlacién positiva fuerte (r = 0,853)
altamente significativa p < 0.01 entre el numero de foliculos preovulatorios con
el nimero de CL, lo que nos indica que a mayor numero de foliculos
preovulatorios mayor numero de CL se obtendra en un proceso de ovulacion

multiple.
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Anexos

Anexo 1. Prueba de normalidad para las variables en estudio.

Shapiro-Wilk?

Variables Estadistico gl Valor p*
N° de foliculos preovulatorios 0,964 10 ,835
Diametro promedio de foliculos ,915 10 ,319
preovulatorios

N° de CL ,897 10 ,202
Diametro promedio de CL 971 10 ,897
N° de embriones 811 10 ,027
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Anexo 2. Protocolo de Superovulacion de las vaquillas

PROTOCOLO DE SUPEROVULACION

Vaconas criollas.

Protocolo:

Fecha Dia Hora Tratamientos

11/08/2014 | O 09am Se colocé implante CIDR®, (1,9g) +Benzoato de
estradiol 2mg (2ml) + P450mg (1 ml)

15/08/2014 | 4 6am FSH (FOLLTROPIN-V) 2.5cc (50mg)

6pm FSH (FOLLTROPIN-V) 2.5cc (50mg)

16/08/2014 | 5 6am FSH (FOLLTROPIN-V) 2cc (40mg)

6pm FSH (FOLLTROPIN-V) 2cc (40mg)

17/08/2014 | 6 6am FSH (FOLLTROPIN-V) 1.5cc (30mg) +PGF2a 2cc
(Lutalise®) Retirar implante

6pm FSH (FOLLTROPIN-V) 1.5cc (30mg) +P PGF2a 2cc
(Lutalise®)
18/08/2014 | 7 6am FSH (FOLLTROPIN-V) 1cc (20mg)
6pm FSH (FOLLTROPIN-V) 1cc (20mg)

19/08/2014 | 8 Deteccion de celos e inseminacion y medicion de
foliculos preovulatorio a las 10 horas en la primera
inseminaciéon + GnRH 0,5 mg (Fertagyl®)

20/082014 | 9 medicion de foliculos a las 10 horas de la segunda
inseminacion

26/08/2014 | 15 Conteo y Medicion de cuerpos lateos
Colecta y evaluacion de embriones.
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Anexo 3. Hoja de registro parala mediciéon de los foliculos preovulatorios

HOJA DE REGISTRO

[ZQUIERDO DERECHO

HORA DE
ARETE........ REGISTRO. ... FECHA DE REGISTRO...............
NUMERO DE FOLiCULO FOLICULOS PREOVULATORIOS
REGISTRO DE OBSERVADO 7
ECOGRAFIA OVARIO (Drrll,?nl\)/IETRO
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Anexo 4. Hoja de registro parala medicion de los cuerpos luteos

HOJA DE REGISTRO

HORA DE
ARETE...... REGISTRO......
NUMERO DE | CUERPO LUTEO
REGISTRO OBSERVADO
DE
ECOGRAFIA

FECHA DE
REGISTRO...............
CUERPO LUTEO
OVARIO DIAMETRO

mm
[ZQUIERDO | DERECHO (mm)
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Anexo 5. Hoja de campo parainiciar el tratamiento SOV.

1. Informacién General
a) Fecha:

UNIVERSIDAD DE CUENCA

f) Raza:

b) Donante N°:

g) Edad:

c) Arete/Nombre:

h) Propietario(s):

d) Hacienda:

i) Veterinario(s):

e) Sector(s):

2. Ecografia previa tratamiento

95

OVARIOS DERECHO

IZQUIERDO

DIMENSIONES

# Foliculos

Cuerpo Luteo

3. Superovulacién:
a) Hormona:

c) Protocolo:

b) Semen Usado:

Fecha Dia Hora Tratamientos

Norma Alejandrina Gordillo Lema.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

4. Ecografia Previa Colecta

OVARIOS DERECHO | IZQUIERDO
# Foliculos
# Cuerpos Luteos

5. Colectade Embriones:

a) Fecha: b) Hora:

c) # Total de Embriones Colectados:

6. Evaluacién Morfolégica:
a) Codigos para Evaluacion

96

# Embrién

1

2

3

415 |6 |7

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Estado

Calidad

Estado de Desarrollo

Z
)

Estado

No fecundado

2-a 12-celulas

Mérula Temprana

Moérula

Blastocisto Temprano

Blastocisto

Blastocisto Expandido

Calidad de Embriones

Cddigo 1

Excelente o Bueno

Cadigo 2

Regular

Cddigo 3

Malo

Blastocisto Eclosionado

©| 00| N| O O | W[ N|

Blastocisto Eclosionado Expandido

Cddigo 4

Muerto/Degenerado

NORMA GORDILLO
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Ecografia de OD y Ol de vacona 9095

Norma Alejandrina Gordillo Lema.

Ecografia de OD y Ol de vacona 424

97




UNIVERSIDAD DE CUENCA 98

Ecografia de OD y Ol de vacona 288 Ecografia de OD y Ol de vacona 9857

Ecografia de OD y Ol de vacona 424 Ecografia de OD de vacona 9880

Norma Alejandrina Gordillo Lema.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 8. Fotografia de embriones recolectados

Foto No. 1: Se observa numero y estadios de embriones
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Anexo 9. Adaptacién de animales

Fotografia 2. Fase de adaptacion de las vaconas criollas.
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Foto 5. Colocacion del dispositivo en el Foto 6. Aplicacion de FSH.
aplicador.

BIONICHE

Foto 7. FSH (Folltropin-V). Foto 8. Monitoreo.
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Foto 9. Aplicacion de parche detector de Foto 10. Lavado de embriones
celo.

B = sl

Foto 11 B’Gs‘aueda deebriones.

Foto 12.clasificacion de embrionés.
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