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Influencia del tamafio del cuerpo llteo, sobre la tasa de prefiez, en vacas de la raza brahman,
sincronizadas a tiempo fijo, para transferencias de embriones producidos In vitro

RESUMEN.

El presente trabajo, tuvo como objetivo evaluar la influencia del tamafio del cuerpo
lteo de hembras bovinas sincronizadas para transferencia de embriones in vitro.
Para ello, se utilizaron 216 hembras receptoras de la raza Brahaman, con un nivel
de confianza del 95% y un error del 5%, empleandose un disefio completamente al
azar con 6 grupos de trabajo. El estudio se desarroll6 en la Hacienda La Barrera,
en el distrito de Tonosi, provincia de Los Santos — Republica de Panama. Todas
las hembras receptoras fueron sometidas a un programa de sincronizacion de
estros a base de dispositivos intravaginales de progesterona de 1 gr, posterior a
esto a los 7 dias se retir6 del dispositivo y se realizaron las transferencias de
embriones in vitro en el dia 17 del protocolo hormonal. Se determiné el diametro
del cuerpo lateo (CL) al momento de la transferencia embrionaria, clasificandose
en grado 4: 16mm, grado 3: 18mm, Grado 2: 20mm y Grado 1: 22mm. Se obtuvo
un 43,5% de tasas de prefiez total en el estudio en las hembras receptoras de
embriones. En los resultados, se evidencio que las mayores tasas de prefiez
(65,6%) se reportaron, cuando el CL presentaba un didmetro de 22mm, contrario a
esto, cuando el CL poseia un didmetro 16 mm, las tasas de prefiez fueron del
20%. Se observo que a mayor diametro del cuerpo luteo en las receptoras de
embriones in vitro, favorecid las tasas de prefiez, indicando la influencia del

tamano del CL sobre la prefiez en las hembras bovinas.
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1. INTRODUCCION.

La situacion actual de la ganaderia, agravada por los altos costos de produccién y
los bajos precios pagados a los ganaderos, exige al productor panamefio mayor
eficiencia para garantizar el retorno econdémico (MIDA, 2014) y es la eficacia
reproductiva uno de los principales factores que contribuyen a mejorar las
ganancias dentro de la finca y por ende la satisfaccion de la demanda alimentaria
de la poblacién. (Mahecha, et al; 2002)

Es por ello que se han desarrollado en los ultimos afios numerosas técnicas
reproductivas, basadas en la biotecnologia, con el fin de lograr mayor rentabilidad

en este tipo de negocio (Restrepo, 2008)

Las biotecnologias reproductivas en bovinos, han venido en aumento en diferentes
paises; Panaméa no ha sido indiferente a este tipo de biotecnologias en bovinos.
Desde la inseminacion artificial, hasta la transferencia embrionaria con embriones
producidos sea in vivo o in vitro; la cual es una técnica reproductiva
biotecnoldgica, que permite aumentar la descendencia de animales de alto valor
genético (BO, 1996; Vasconcelos, 2006) y ademas ha tenido una gran aceptacion
en el mejoramiento reproductivo en las ganaderias. Después de la
implementacion de la inseminacion artificial, la transferencia de embriones (TE) se
ha convertido en la herramienta mas poderosa para el mejoramiento genético de
los animales.

Varios paises han incorporado la transferencia de embriones dentro de los
programas de progenie como ayuda para el mejoramiento genético en el ganado
de carne y leche, ya que las ventajas que ofrece son importantes, como el

incremento de la produccion de hembras genéticamente superiores, maximizar el
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uso de semen de alto valor genético, planificaciones de cruzamientos y otras

ventajas que ofrece la transferencia de embriones (Tribulo et al., 1998).

La optimizacion de la eficiencia reproductiva es uno de los principales factores que
contribuyen para mejorar el retorno econémico de una explotacion ganadera. Sin
lugar a dudas la tasa de prefiez y sobre todo su distribucion, tienen un impacto
muy importante sobre la ecuacion economica de un establecimiento de cria.
Lograr un ternero por vaca por afio en un sistema de produccion bovina seria la
meta, todo esto sin el uso de biotecnologia, cabe sefalar que al utilizar la
transferencia embrionaria como una herramienta biotecnolégica, nuestra meta
deberia estar guiada a tener disponibles la mayor cantidad y la mejor calidad de
receptoras para asi asegurar mayores porcentajes de prefiez y con ello

obtendriamos varios descendientes con un alto valor genético.

Los resultados positivos, representados en el nimero de gestaciones tras la
aplicacion de dicha técnica, se ven afectados por la falta de calidad de las
hembras receptoras disponibles, las cuales van a recibir un embrién alogénico en
su utero desempefiandose como “hembras vientre” para permitir el desarrollo
embrionario hasta que la prefiez llegue a término. Ademas de una serie de
parametros que deben ser evaluados en este tipo de hembras, es de importancia
hacer un seguimiento de las estructuras presentes en el ovario durante la etapa
previa a la transferencia del embrion, asi como durante el control del ciclo estral
(sincronizacién del estro). En el ovario, un buen desarrollo folicular va a ser
determinante para permitir la formacion de un cuerpo Iiteo que genere
concentraciones plasmaticas de progesterona suficientes para ofrecer un medio
ambiente uterino adecuado y de esta forma favorecer el desarrollo embrionario
(Kastelic, 1990; Vasconcelos, 2001; Sartori, 2002; Gonella, 2010).

Sergio Javier Rodriguez Rodriguez 2
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2. REVISION DE LITERATURA.

Oyuela (2009) relacion6 la importancia del diametro del cuerpo luteo y el efecto
positivo sobre tasa de gestacion, similares trabajos fueron reportados por Duica
(2010).Las tasas de transferencia de embriones, han sido reportado por deversos
autores, como Nogueira et al (2012), indicaron que con embriones in vitro en su
trabajo obtuvieron un porcentaje de prefiez del 44,1% (67/152), igualmente,
Siqueira et al (2009), reportaron porcentajes del 58.8% prefiez. Gonella-Diaza et al
(2013) obtuvieron tasas de prefiez del 31,4%, Benyei et al. (2006) un 34,2% y
Aller et al. (2000), un 31,5% de prefiez en bovinos por medio de transferencia de

embriones in vitro.

Ortiz, (2001), demostro la relaciona el diametro del cuerpo lateo con las tasas de
prefiez en transferencia de embriones, en esta investigacion obtuvo tasas de
prefiez, relacionadas de la siguiente forma, cuerpo luteo grado 1 (17 mm) de 18
transferencias, 5 prefiadas (27,7%); cuerpo lateo grado 2 (14 mm) de 25
transferencias, 9 prefiadas (36%); cuerpo liteo grado 3 de 14 transferencias, 1
prefiez (7,1%).

Duran y Ortiz (2010), evaluaron tasas de prefiez segun el tamafio del CL, e
indicaron que, los CL1 (52,4%), con CL2 (39,0%) y con CL3 (15,9%). De igual
forma Baruselli et al., (2001), indicaron que para receptoras de embriones bovinos
(Bos indicus x Bos taurus) las tasas de prefiez, con relacién a la clasificacion del
cuerpo luteo fueron, del 58,4% (47/77) con CL1; 41,5% (17/41) con CL2, y 31,8%
(7/22) con CL3 (P< 0,05). Gonella-Diaza et al (2013) indicaron tasas de prefiez
altas para novillas que poseian CL 24 mm (39.7%), CL de 22 mm (33.7%), y tasa
de prefiez en novillas con los didametros de CL of 14 mm (24.2%). (P < 0.01).

Se puede apreciar la poca regularidad de las tasas de prefiez en los diferentes
trabajos expuestos anteriormente de igual forma se reportan pocos trabajos en

animales de la raza Bos indicus, por tanto se hace fundamental realizar trabajos
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en las animales Brahman, debido es una de las razas con mayor difusion a nivel

de América latina, y puntalmente en Panama, donde se realizé, el actual trabajo.

El procedimiento general para seleccion de receptoras, es determinar la presencia
de un cuerpo luteo funcional (de acuerdo a su diametro) y posteriormente realizar
una transferencia embrionaria, en el cuerno ipsilateral, de aqui la importancia del
didmetro del CL, lo cual ha sido, utilizado para seleccionar las receptoras de

embriones (Demetrio et al, 2007; Duica et al., 2007).

A pesar de lo anterior, los resultados de varios estudios son contradictorios,
algunos reportaron que cuando el diametro luteo aumento, la tasa de prefiez
también aumentd (Baruselli et al, 2001; Duica et al, 2007), pero otros estudios no
encontraron evidencia estadistica para indicar este hallazgo. Cutini et al (2000)
considera que la calidad del cuerpo lateo (tamafio y consistencia) es un factor
asociado el éxito en la seleccion de las receptoras, sin embargo Lagunes (2014)
indica que no es posible establecer una relacion entre la calidad del CL y la
prefiez. Gonella-Diaza et al. 2013, indicaron diferentes didmetros de cuerpos

luteos y lo relacionaron con las tasas de gestacién en bovinos. (Tabla 1)

Sin embargo si se comparan dos hembras receptoras bajo condiciones similares,
la hembra que posea un mayor diametro IUteal, posee concentraciones de
progesterona mayores (Kerbler et al.,, 1997; Mann, 2009) y por lo tanto un
ambiente uterino que podra favorecer mejor a la implantacion embrionaria
(Lonergan et al., 2007; Okumu et al., 2010). Debido a que la progesterona juega
un papel importante durante la gestacion temprana, y la nutricion histotrépica al
embrién (Gray et al, 2001; Wang et al., 2007; Lonergan, 2011). Siendo esta
nutricion importante para el desarrollo, migracién e implantaciébn embrionaria ya

gue proporciona factores de crecimiento, aminoacidos, e hidratos de carbono,
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entre otras sustancias necesarias (Barnes, 2000; Spencer et al, 2004; Morris y
Diskin, 2008).

Tabla 1 Tasa de prefiez en receptoras después de la transferencia de embriones

producidos in vitro y el diametro del cuerpo luteo.

DIAMETRO DEL CUERPO LUTEO TASAS DE PRENEZ
<14 mm 24.18
14 mm 29.53
16 mm 30.14
18 mm 31.08
20 mm 31.21
22 mm 33.72
24 mm 31.49
>24 mm 39.73

Fuente: Gonella-Diaza et al. 2013.

2.1. Fisiologia del sistema reproductor de la vaca
2.1.1. Ovarios
Es el érgano primario de la reproduccién en la hembra. Los ovarios, uno para

cada cuerno, pueden ser considerados de naturaleza endocrinay citbgena porque
producen hormonas, las cuales son vertidas al torrente circulatorio y también
porque producen oOvulos. El tamafio del ovario varia con el ciclo estral.
Generalmente son de forma ovoide y su tamafo promedio es de 3.5x 2.5x 1.5 cm
(Getty, 1982), los ovarios de la vaca son mas pequefios que los de la yegua.
Miden normalmente de 3,5 a 4,0 cm de longitud, 2,5 cm de ancho y tienen
alrededor de 1,5 cm de grueso en su porcion mayor; el peso de unos 15 a 20g.
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Su interior esta dividido en dos capas. La médula o porcién central del ovario es
rica en vasos sanguineos, nervios y la corteza o porcion externa donde se
encuentran los foliculos primarios. En cada foliculo se encuentra una célula u
ovulo rodeada de células foliculares. Es importante recordar que en cada ovario
hay alrededor de 200,000 foliculos primarios, en estado de reposo, es decir

foliculos jovenes en desarrollo (Hafez, 1989)

2.1.2. Formacion de foliculos
En la hembra bovina, en estado de pubertad, el hipotalamo, produce el factor de

liberacion de las hormonas (FSH y LH), ésta va a la hipéfisis permitiendo que se
libere la hormona estimulante (FSH), que por via sanguinea llega al ovario, en
donde hace que el foliculo mas superficial y apto aumente de tamafo
rapidamente, con proliferacion de las células de la teca y aumento de la secrecion
de estrogenos. El crecimiento del foliculo se efectla en dos a tres dias anteriores
al celo, simultdneamente los niveles altos de estrégeno inhiben al hipotalamo e

hipofisis en la produccion de FSH.

Al inhibirse la producciéon de FSH por la accién estrogénica, el hipotalamo produce
el factor de liberaciébn de la hormona luteinizante (LH) la que termina la
maduracion folicular a foliculos mayores a 8.0 mm que produce dehiscencia del
foliculo hacia el infundibulo de las trompas de falopio. Cuando sale el évulo,

disminuyen los estrogenos secretados por la teca (Ptaszynska, 2007).

2.1.3. Foliculogénesis
Villavicencio y Méndez (2007), Pérez y Rodriguez (2002), entre otros autores,

describen la Foliculogénesis como el desarrollo folicular (reclutamiento, seleccion,
crecimiento, maduracion y ovulacion durante el ciclo estral de la hembra) que

incluye sefales enddcrinas, paracrinas y autocrinas dentro del ovario y un
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intercambio de sefiales endocrinas entre los ovarios y la hipofisis, y envuelve una
combinacion de interacciones entre hormonas, factores de crecimiento, sistemas

de comunicacién celular y genes .

2.1.4. Ovogénesis
Se denomina ovogénesis al proceso de formacion de los ovocitos. La ovogénesis

es la gametogénesis femenina, es decir, es el desarrollo y diferenciacion del
gameto femenino u 6évulo mediante una division meidtica. La ovogénesis involucra
etapas como la multiplicacién de los oogonios, formacién de ovocitos y foliculos
primarios, foliculogénesis y crecimiento del ovocito, maduracion del ovocito y

ovulacion. (Hafez, 1989).

2.1.5. Cuerpo hemorragico
El foliculo lleno de sangre y ya desprovisto del huevo se convierte en cuerpo

hemorragico y sirve como medio nutritivo para la proliferacion de las células lateas

cuyo crecimiento es uno de los mas rapidos (McDonald, 1981).

Después de la ovulacion sigue la producciéon de LH y en la fosa de ovulacion del
ovario se comienza a formar un cuerpo hemorragico por luteinizacion de las
células de la granulosa. Este cuerpo hemorragico ya esta formado hacia el dia

tercero del ciclo y comienza a producir crecientes niveles de progesterona.

Al tiempo en que el foliculo ovarico aumenta de volumen, debido principalmente al
liquido que se forma en su interior, este ejerce presion sobre la tunica albuginea,
reduciendo la pared ovarica en un punto (foliculo pre- ovulatorio) donde salen
proyectados el liquido y el évulo, que caen en la cavidad peritoneal cerca del
infundibulo del oviducto y con esto se completa el proceso de la ovulacién (Hafez,
1989).
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Por otro lado Ptaszynska (2007), nos aporta de que existen diferencias en el
mecanismo de la ovulacion, siendo la ovulacion espontanea la que ocurre en la
mayoria de los animales, pero que el caso de la gata, la coneja y la camella, la
misma es inducida durante el coito por estimulacién a receptores que se hallan en

la vagina y el cérvix.

2.1.6. Cuerpo luteo
Hacia el quinto dia del ciclo se ha formado el cuerpo hemorragico que en el dia

séptimo ya es un cuerpo lateo con plena produccion de progesterona. Luego de la
formacién del cuerpo hemorragico las células epiteliales que tapizan la cavidad
folicular comienzan a multiplicarse bajo el fluido de la LH (hormona luteinizante)
del I6bulo anterior de la hipdfisis. Con esta multiplicacion se forma el cuerpo liteo
(cuerpo amarillo), el cual, en muchas especies se proyecta en la superficie del

ovario.

El cuerpo luteo se forma con células luteales grandes (anteriormente células de la
granulosa) y células luteales pequefias (teca). El cuerpo Iiteo permanece hasta el
dia 17, al no producirse prefiez. El nivel de progesterona sanguinea inhibe al
hipotalamo e hipdfisis en la produccién de LH, si hay prefiez, el cuerpo liteo y la
produccién de progesterona persisten durante dicho estado (Hafez, 1989).

El cuerpo liteo funciona a manera de una glandula endocrina transitoria,
altamente irrigada, cuya principal accién es la produccion de la hormona
progesterona, la que favorece la formacion de un adecuado medio ambiente
uterino, permitiendo que ocurran las primeras etapas del desarrollo embrionario y
después desencadenar el reconocimiento materno de la gestacién; al no
producirse ésta interaccion entre la madre y el embrién, se da paso a un nuevo
ciclo estral debido a la activacion de los mecanismos luteoliticos, que generan la
involucion tanto estructural como funcional del cuerpo liteo, permitiendo una

nueva etapa de dominancia folicular asi como la siguiente ovulacion (Duica, 2010).
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Una vez liberado el oocito y el liquido que se encontraban en el antro folicular, se
inicia una llegada masiva de sangre al sitio de ovulacion; estos cambios
hemodindmicos locales intervienen en la remodelacion que ocurre durante la
transicion de estructuras ovaricas, ya que al formarse un cuerpo liteo va a
producirse una importante neovascularizacion (angiogénesis) y una diferenciacion
de las células que estaban presentes en el foliculo (luteinizacién), durante el pico
de LH y la formacion temprana del cuerpo lateo. Al inicio de la luteinizacion las
células de la teca folicular sufren un proceso de hiperplasia e hipertrofia, para
generar las células luteas pequefas; mientras que las células de la granulosa
folicular van a dar paso a las células luteas grandes. El cuerpo luteo bovino esta
compuesto por células Idteas grandes, pequefias, varios tipos de células
endoteliales, musculatura lisa, macréfagos, leucocitos y ocasionalmente algunas
células plasmaticas, cuya funcion es la secrecion de progesterona, y en pequefas
cantidades, estradiol, prostaglandinas y hormonas peptidicas, como relaxina,

oxitocina, neurofisina-l, vasopresina e inhibina) (Duica, 2010).

Durante la etapa final del desarrollo folicular se generan cambios hemodinamicos
gue disminuyen el aporte sanguineo ovarico pos-ovulacion; entre 2 y 5 dias
después de la ovulacion el flujo sanguineo se incrementa notoriamente
correlacionandose con el aumento del volumen Idteal y las concentraciones
sanguineas de progesterona debido a la angiogénesis que se esta produciendo en
el cuerpo lateo, lo que genera la diferenciacion de las células foliculares en células
luteales (Duica, 2010).

Una vez establecidas las células Iuteas grandes y pequefias se crean uniones
intercelulares que permiten el intercambio de elementos entre las células,
importantes para la regulacién del crecimiento, diferenciacién y regresiéon latea;
estos canales son inducidos por la accion de las gonadotropinas hipofisiarias (FSH

y LH), asi como de sus receptores. Las células luteas ya formadas, incrementan
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su contenido de lipidos, colesterol y esteres; pero también incrementan la
actividad de las enzimas 5-3[3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, asi como de la
succinato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, isocitrato-
deshidrogenasa, malato-deshidrogenasa y fosfatasas, para poder efectuar la

biosintesis hormonal durante la fase luteal (Duica, 2010).

2.1.7. Cuerpo albicans
Al no haber prefiez, alrededor de los 17 dias del ciclo, el uUtero produce

prostaglandina (PGF2a) llamada factor luteolitico, el cual llega al ovario para
producir la degeneracion del cuerpo lateo, que se completa en el ciclo siguiente,
llamado entonces asi cuerpo blanco o cuerpo albicans que es una cicatriz del
cuerpo luteo en la superficie del ovario, palpable como una rugosidad (McDonald,
1981).

2.1.8. Ciclo estral
La vaca entra en celo a intervalos regulares. El ciclo estral va desde el principio

de un periodo de celo hasta el principio del siguiente celo. El tiempo que
transcurre entre estos dos periodos se denomina ciclo estral y varia entre 18 y 24
dias con un promedio de 21 dias. Es controlado directamente por las hormonas

secretadas en el I6bulo anterior de la glandula pituitaria (hipofisis) (Hafez, 1989).

2.1.9. Etapas del ciclo estral
Las diferentes etapas del ciclo se fundamentan en estructuras que se encuentran

en los ovarios y en las relaciones hormonales que existan en la vaca, las etapas

son: El estro, metaestro, diestro y proestro (Galina y Saltiel, 1995).

2.1.9.1. Proestro
Bajo el efecto de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y probablemente de la

hormona luteotréfica (LH) del I6bulo anterior de la glandula pituitaria, las cuales
hacen crecer y madurar el foliculo, el ovario aumenta la produccion de sus

hormonas estrogénicas y algo de progesterona; lo cual produce un aumento en el
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tamafo de la vulva, vagina, Utero y oviducto. Esta primera fase (proestro) del ciclo
estral tiene una duracion de tres a cuatro dias. Esta fase sigue a la desaparicion
del cuerpo lateo, con lo que disminuye los valores de progesterona (Urroz, 2000).
También es durante ésta etapa que los foliculos son reclutados para la ovulacion y
el tracto reproductivo de la hembra se prepara para la cépula (Callejas, 2010).

Las hormonas estrogénicas producidas en el foliculo ovéarico durante su
crecimiento y maduracion; pasan a la corriente sanguinea estimulando la
vascularizacion y crecimiento celular de los genitales en preparacién del estro y la

consiguiente prefiez (Hafez, 1989).

2.1.9.2. Estro
El estro o celo es el periodo en que la hembra acepta sexualmente el macho, tiene

una duracion de 18 horas pero puede variar entre seis y 30 horas. Este periodo es
el més importante para inseminar a la hembra o poner el reproductor. Si no se
detecta esta fase oportunamente en la vaca es dificil que ocurra la prefiez, lo cual
significa dias perdidos en la vida productiva del animal y pérdidas en la economia

de la explotacion ganadera (Hafez, 1989).

Durante el estro, el organismo de la hembra esta bajo la accion de los estrégenos
y hormonas femeninas que hacen cambiar el comportamiento del animal,
disminuyendo la produccién de leche, se encuentra nerviosa y alerta, monta a
otras vacas y se deja montar, a esta etapa Urroz (2000) y Noakes (1997), la

describen como el periodo de receptibilidad sexual.

Los signos de celo varian tanto en intensidad como en duracién. Asi, mientras
unas vacas pueden presentar un celo largo y fuerte otras lo pueden presentar

largo y débil, otras corto y fuerte y aun otras pueden presentarlo corto y débil.

En el ovario, antes de la ovulacion, el foliculo de Graff es grande, turgido y

contiene el 6vulo que sufre proceso de maduracion. La ovulacidén ocurre entre 10 y
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14 horas después de desaparecer en la vaca los signos externos de celo y el

ovulo se aloja en el oviducto.

El estrogeno es la hormona dominante durante ésta etapa. No solo induce
alteraciones comportamentales sino que también causa cambios en el tracto

reproductivo (Callejas, 2010).

2.1.9.3. Metaestro
En este periodo las hormonas tales como el estrogeno y la progesterona son

relativamente bajas al inicio del metaestro, pero al final la P4 comienza a
aumentar con la formacion del cuerpo lateo (CL). El nuevo foliculo ovulado sufre
remodelacion celular y estructural para la formacion de una glandula intraovérica
llamada CL. Esta transicién celular es llamada luteinizacion. Durante el metaestro
la progesterona secretada es detectada tempranamente después de la ovulacion.
Sin embargo se requiere 2 a 5 dias después de la ovulacién para que el CL

produzca cantidades suficientes de progesterona (Callejas, 2010).

2.1.9.4. Diestro.
El diestro es un periodo de reposo o0 quietud entre ciclos estrales tiene una

duracion de nueve a 12 dias antes de empezar una nueva fase de proestro.
Durante este periodo, el cuerpo liteo estd completamente desarrollado y tiene una
marcada influencia sobre el Utero. Si ocurri6 la prefiez, este fendmeno se prolonga
a través de toda la gestacion y el cuerpo liteo permanece intacto por todo el
periodo. Si el ovocito no fue fertilizado, y la prefiez no llegé a ocurrir, el cuerpo
luteo regresa (se destruye por accién de la PGF2a) en nueve a 12 dias para
empezar el nuevo ciclo estral (Frandson, 1976 y Urroz, 2000). Por otro lado es el
periodo de méaxima funcion latea, donde el CL esta produciendo la progesterona
en altas concentraciones. El Diestro es la etapa mas larga de ciclo estral y es el
periodo de tiempo en que al CL es totalmente funcional y la secrecion de
progesterona es alta. Esta termina cuando el CL es destruido (lutedlisis). Altos
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niveles de progesterona preparan el Utero para un temprano desarrollo
embrionario y eventual implantacion. La duracion del Diestro esta relacionada con

la duracién de tiempo que permanezca el CL funcional (Callejas, 2010).

2.2. Fases del ciclo estral.
2.2.1. Fase folicular.
La fase folicular segun Hafez (1989), es el periodo que va desde la formacion de

foliculos con andro hasta la ovulacion.

No en tanto el periodo de la maduracion folicular, del celo y de la ovulacion,
caracterizado por la produccién de estradiol, recibe el nombre de fase folicular del
ciclo (Ptaszynska, 2007).

Fase que ocurre dentro del ciclo estral como un evento que se expresa como un
crecimiento continuo y regresion de foliculos, dandose estos de una a tres oleadas
por efectos de la hormona FSH (hormona foliculo estimulante) y regresion de los
mismos por altos niveles sanguineos de la hormona progesterona (P4) procedente

de un cuerpo lateo activo.

El nUmero de oleadas también van a definir el tiempo de duracion del ciclo estral.
El ciclo estral es més largo en hembras con tres oleadas que en aquellas con dos,
debido a que en las primeras (tres oleadas) se prolonga la fase lutea. Si la funcién
ltea declina antes, el foliculo mas grande de la segunda oleada alcanza su

maximo didmetro, permanece viable y se transforma en un foliculo ovulatorio.

2.2.2. Fase luteal
Ptaszynska (2007), define esta fase como, la fase de domino de la progesterona,

es decir desde la ovulacion hasta la luteolisis.

En presencia de un cuerpo liteo podemos decir que la hembra se encuentra

fisiol6gicamente dentro del ciclo estral en la fase luteal, el cual persiste por
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alrededor de 15 dias del ciclo, hasta el momento que haya o no reconocimiento
materno de prefiez; de no existir reconocimiento de prefiez, se libera a nivel del
endometrio uterino la hormona conocida como prostaglandina la cual causa la lisis
del cuerpo lateo causando una regresion del mismo para dar inicio a un nuevo

ciclo estral.

2.2.3. Fase preovulatoria
Durante este periodo se producen importantes fendbmenos: inicio del celo, onda

preovulatoria de gonadotrofinas y ovulacion. El intervalo entre el inicio de la
luteolisis y el comienzo del celo es de 58-60 horas aproximadamente. Los niveles
de estradiol aumentan desde la regresion luteal hasta alcanzar niveles maximos el
dia previo al inicio del celo. Dicha elevacion del estradiol provoca el
comportamiento propio del celo e induce la descarga preovulatoria de LH. Esta
tiene una duracién de 6-10 h, se inicia junto con el celo y alcanza su valor maximo
(pico) cuatro a cinco horas mas tarde. Durante el pico preovulatorio, la descarga
de LH sigue un patrén pulsatil (B6, 2000). Luego de todos estos comportamientos
hormonales entramos en la fase ovulatoria, en donde Ptaszynska (2007), nos
describe que la ovulacion se da unas 30 horas después del inicio del estro (celo)
por efecto de la liberacién de un pico de la hormona LH.

2.3. Dinamica folicular
La duracion del ciclo estral de los bovinos varia entre 17 y 25 dias, con

semejanzas entre las hembras Bos indicus y Bos taurus. Durante el ciclo estral, el
desarrollo folicular se presenta como una secuencia dindmica de eventos
fisiologicos y endocrinos que involucran el crecimiento o la atresia (ausencia
congénita u obstruccion de un conducto o abertura corporal) de los foliculos

antrales, con movimientos que se asemejan a ondas (Nasser, 2006).

Esta teoria de las ondas foliculares ha sido propuesta por Rajakoski (1960), quien

realizo estudios histologicos en ovarios obtenidos en frigorificos. Con base en las
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observaciones realizadas, el autor sugirié la existencia de dos ondas de desarrollo
de foliculos antrales durante el ciclo estral, cada una presentando un foliculo que

crecia hasta alcanzar un didmetro preovulatorio.

Con el uso de ultrasonografia, técnica de evaluacion no invasiva en tiempo real,
otros estudios comprobaron la teoria de que el crecimiento de los foliculos se daba
en forma de ondas, y verificaron que cada ciclo tenia de dos a cuatro ondas de
crecimiento folicular. Con ese tipo de examen fue posible analizar la dindmica
folicular mediante la correlacion temporal entre los eventos endocrinos y la
aparicion de estructuras ovaricas no correspondientes al ciclo estral (Nasser,
2006).

La primera onda de crecimiento folicular inicialmente identificada el dia de la
ovulaciéon (Dia 0) es reconocida por el equipo de ultrasonografia gracias a la
visualizacion de un grupo de foliculos antrales (3 a 5 mm.) como respuesta a las
gonadotropinas. Esa etapa, denominada fase de reclutamiento, esta asociada a la
elevacion de las concentraciones plasmaticas de la hormona foliculo estimulante
FSH. La concentracion de FSH alcanza su pico maximo cuando el foliculo mayor,
denominado foliculo dominante (FD), alcanza un tamafio de 4 a 5 mm. El inicio de
esta fase de crecimiento del FD y de todos los demas foliculos —identificados
como subordinados ocurre gracias a la FSH circulante. A partir de este momento,
el FD crece en forma lineal (fase de crecimiento) por seis dias, y las
concentraciones periféricas de estrogenos y androgenos aumentan (Nasser,
2006).

Alrededor del dia 3, y con diametro de aproximadamente 8,5 mm., el FD adquiere
receptores para la hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa —
momento denominado desvio- y pasa entonces a ejercer su dominancia. De igual
manera, con niveles basales de FSH, el FD alcanza su punto de desvio gracias al

efecto positivo de la LH, y entonces su crecimiento es limitado por la progesterona
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(P4) secretada por el cuerpo lateo, que promueve la disminucion de la frecuencia y
aumenta la amplitud de los pulsos de LH. El aumento de los receptores para LH
capacita a los foliculos para responder a las altas amplitudes de pulsos de esas

hormonas y continuar creciendo.

Para alcanzar la cima, el FD entra en una fase denominada estatica, en la cual
ejerce su dominancia sobre los foliculos subordinados —causando la atresia de
éstos por mas de seis dias. Después de un periodo de dominancia, y con la
secrecion continua de los andrégenos producidos por el FD, ocurre un nuevo pico
de FSH. Ese pico es responsable del inicio de una nueva onda de crecimiento
folicular, que hace que el foliculo dominante de la primera onda entre en atresia.
Ese mecanismo puede ocurrir dos, tres o cuatro veces en un mismo intervalo entre

ciclos estrales (Nasser, 2006).

Los elementos involucrados en el mecanismo que rige la dominancia folicular adn
no son suficientemente claros. De acuerdo con Fortune (1993), por un mecanismo
de retroalimentacién negativa en el eje hipotadlamo-hipofisiario, la presencia de
altas concentraciones de estradiol y de inhibina producidas por el FD, provocan
una disminucién de las concentraciones plasmaticas de FSH a niveles basales,
blogueando asi el crecimiento de los foliculos dependientes de la FSH y

acarreando su atresia folicular.

Fortune, Rivera y Yang (2004) demostraron la importancia del factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-I) como mecanismo de dominancia.
Durante el desarrollo folicular, parte de las acciones de IGF-I estan comprometidas
en la estimulacion de células de la granulosa, en la proliferacion de las células
teca y en la esteroideogénesis, responsables de la biodisponibilidad de receptores
para FSH. Esa biodisponibilidad de receptores para FSH ya esta presente en

mayor cantidad en el foliculo dominante desde el momento en que éste es
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identificado como FD, lo que demuestra su actuacion de dominante en

concordancia con la emergencia de la onda folicular.

El proceso de crecimiento y de atresia de los foliculos perdura siempre y cuando el
cuerpo luteo sea funcional y esté produciendo progesterona, lo mismo que ocurre
durante la gestacion. Cuando no ha habido un reconocimiento materno de la
gestacion, determinado principalmente por la produccion de interferon
trofoblastico, y finalizado por las células del endometrio, ocurre el proceso de
lutedlisis. EI momento de la regresion del cuerpo luteo, determina si el FD sera un
foliculo ovulatorio. El crecimiento del FD promueve el aumento de las
concentraciones de estrégenos, el cual desencadena el mecanismo de
retroalimentacion positiva para la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y el consecuente pico de LH, promoviendo la ovulacion
(Nasser, 2006).

2.4. Fisiologia reproductiva en bos taurus y bos indicus
Los estudios indican que caracteristicas como el nimero de ondas por ciclo, el

crecimiento folicular y la dominancia, son similares para las hembras Bos taurus y
Bos indicus.

A pesar de las semejanzas en el patron de crecimiento folicular, se han reportado
diferencias morfologicas y endocrinas. Los animales Bos indicus presentan
didmetros maximos de FD entre 10 y 12 mm y de CL entre 17 y 21 mm menores
gue los caracteristicos en Bos taurus, cuyos diametros son: FD, 14 a 20 mm.y CL,
20 a 30 mm. La diferencia del tamafio del cuerpo luteo tiene una implicacion
practica para los animales, dado que dificulta su identificacién via palpacion rectal.
Ya se describié que la cantidad de progesterona presente en el cuerpo lateo de
animales Bos indicus, es menor que aquélla observada en animales Bos taurus, lo
gue sugiere una disminucion de los niveles circulantes de progesterona en éstos
ultimos (Nasser, 2006).
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Randel (1989) expuso la hipétesis de que un menor tamafio de cuerpo Iiteo en los
animales Bos indicus seria el resultado de una menor respuesta a los estrogenos,
menor pico preovulatorio de LH y diferencias endocrinas relacionadas con los

eventos que culminan con la ovulacion.

Con relacion a la poblacion folicular, los ovarios de los animales Bos indicus
presentan mayor cantidad de foliculos menores de 5 mm, emergiendo al inicio de

la onda folicular, con respecto a los animales Bos taurus (Nasser, 2006).

2.5. Tratamientos para sincronizacion de celo.
La transferencia embrionaria en ganado bovino ha estado comercialmente

disponible por mas de tres décadas. Actualmente, esta técnica es extensamente
utilizada en todo el mundo. El éxito de un programa de transferencia de embriones
se mide por el nimero de terneros que nacen vivos por hembra donante en un
determinado lapso de tiempo. Esto esta influenciado por los factores relacionados
con el numero de ovulaciones, la fertilizacién y viabilidad de los embriones y
aquellos relacionados con el manejo de las donantes y receptoras (Armstrong,
1993). Uno de los puntos criticos de la técnica de transferencia de embriones es el
alto costo por receptora prefiada (Beal and Hinshaw, 2000). Las tasas de
concepcién varian entre un 40 a 70% dependiendo del uso de embriones frescos o
congelados (Callesenet al., 1992, Lohouiset al., 1993, Stroud y Hasler 2006).

Uno de los factores que ha impedido la utilizacion masiva de la técnica de
transferencia de embriones es la deteccion de celos, principalmente en el ganado
Bos indicus (Béet al, 2006).El desarrollo de protocolos efectivos de sincronizacion
de la ovulacién para evitar la deteccion de celos en programas de inseminacion
artificial (IA), conocidos como programas de IA a Tiempo Fijo (IATF), ha permitido
la inseminacion masiva de vacas y vaquillonas (Boet al., 2002b, 2002c). Esto ha
traido como consecuencia el desarrollo de métodos de sincronizacion de la

ovulacion para facilitar la transferencia de embriones en forma sistematica, o
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también llamada transferencia embrionaria a tiempo fijo (TETF) (Baruselli et al.,
2005, B et al., 2002a, Beal y Hinshaw, 2000, Mapletoftet al., 2003). Para esto es

necesario controlar el desarrollo folicular y la ovulacion.

2.5.1. Utilizacion de eCG en Programas de Transferencia de Embriones a
Tiempo Fijo con la Utilizacion de Dispositivos con Progesterona.

Una alternativa para aumentar los niveles circulantes de progesterona en
receptoras de embriones transferidas en tiempo fijo es mediante la utilizacion de
gonadotropina corionica equina (eCG) durante el tratamiento de sincronizacion de
la receptora. El tratamiento utilizado para la TETF consiste en administrar 2 mg de
benzoato de estradiol (BE) por via intramuscular (IM) junto con la insercion del
dispositivo con progestageno, en lo que nosotros denominamos el Dia 0 del
tratamiento. En el Dia 5 se coloca una dosis luteolitica de PGF de 150ug IM. y se
aplican 400 IU de eCG via IM., en el Dia 8 se extrae el dispositivo y 24 h después
se administra 1 mg de BE IM En el Dia 17, se realiza TETF a todas las receptoras
gue tienen un CL (B6 et al., 2002a, 2004).

2.5.2. Protocolo de sincronizacion con cipionato de estradiol (CPE) como
inductor de la ovulacion.

Biondini et al., (2011), reportaron el uso de sales de estradiol en programas de
sincronizacion de estros. Evaluaron el efecto de dos tratamientos para sincronizar
la ovulacion; CPE vs BE, indicando tasas de prefiez del 66,5% y 64,3%
respetivamente, concluyeron que el uso de CPE en lugar del BE permite obtener

similares tasas de prefiez (p> 0,05).

El CPE ha sido utilizado para reemplazar al BE administrado via IM 24 h después
de retirado el dispositivo intravaginal con progesterona, sin afectar los porcentajes
de prefiez. Uslenghi et al, (2010), plantearon como objetivo de su trabajo evaluar
el efecto de dos dosis de CPE inyectado al retirar un dispositivo de P4, sobre el
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porcentaje de prefiez, utilizando 79 novillas de 15 meses de edad. Se administro el
dia O del protocolo de sincronizacion de estro, un dispositivo de P4 mas BE. El dia
7 se retir6 el dispositivo y se administré D(+) cloprostenol y en forma aleatoria se
inyectd 0,5 mg de CPE, 1 mg de CPE o BE 24 h después. El diagnostico de
gestacion se realizo por ultrasonografia en dos oportunidades para evaluar prefiez
de IATF, asi como para verificar mortalidad embrionaria. Se evaluo6 el efecto de los
tratamientos sobre la prefiez. No se observaron efectos del tratamiento (p>0,05)
sobre los porcentajes de prefiez (51,9%) y se observé un 7,3% de pérdidas
embrionarias (p>0,05). Finalmente concluyeron que la administracion de 0,5 0 1
mg de CPE en lugar de BE a las 24 h posteriores. La aplicacion de estrogenos a
las 24 h post retiro de los dispositivos genera la manifestacion de celo por parte de
los animales e induce el pico preovulatorio de LH necesario para la ovulacion del
foliculo dominante generado de la onda de crecimiento folicular (Uslenghi et al,
2010). Esto permite sincronizar las ovulaciones de los animales ciclicos e inducir
actividad sexual en animales en anestro. La implementacién de los protocolos de
control del ciclo estral requiere un gran numero de encierre de animales, que en
algunos casos es causa de estrés severo si no se toman ciertos recaudos, con la
consecuente disminuciéon de la fertilidad y fracaso de la técnica. En tal sentido
resulta de interés estudiar otros protocolos que disminuyan la cantidad de
encierres necesarios, por lo cual se recurrio a la utilizacién del cipionato de
estradiol (CPE) inyectado en el momento de retirar el dispositivo en reemplazo del

benzoato de estradiol que se administra 24 h posteriores (Callejas et al 2005).

El CPE, es un éster de estradiol (sal de estradiol) que posee una vida media mas
larga por la baja solubilidad en agua, lleva a un atraso y una alta dispersion del dia
de la emergencia de la nueva onda de crecimiento folicular (B, 2005). Y se ha
utilizado no solo en la sincronizacion de estros para inseminacién artificial, sino
gue también para los programas de sincronizacion de receptoras para

transferencia de embriones.
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Para los protocolos TETF se realizaron algunas modificaciones teniendo en cuenta
los resultados con protocolos hormonales para inseminacion artificial y asi
disminuir el protocolo de sincronizacion de cuatro dias a dos dias de tratamiento,
reduciendo en 50% el manejo en el corral y los encierros. Por lo tanto, la eCG y la
aplicacion de la ECP, favoreceran la formacion de un cuerpo liteo con mayor
didmetro y mas capacidad para producir progesterona. Linneo y Ortiz (2007)
reportaron el efecto de diferentes dosis de gonadotropina coridnica equina (eCG,
Novormon 5000, Syntex, Argentina) en la tasa de utilizacion, tasa de concepcién y
tasa de prefiez final en receptoras de embriones, utilizando un protocolo de
sincronizacion de celos que reduce uno a dos dias de trabajo en las receptoras
respecto al protocolo tradicional. Para este experimento se utilizaron 243 novillas
mestizas (Bos indicus x Bos taurus) con un promedio de 330 Kg. de peso vivo y
condicion corporal de 2.5 y 3.5 (Escala 1-5). En el dia 0, todas las hembras
recibieron un dispositivo intravaginal de segundo uso DIB (1g de P4, Syntex,) junto
con 1mg de benzoato de estradiol (EB, Syntex) via intramuscular (im.). En el dia 8
todas los animales recibieron 150ug. D(+) Cloprostenol (Ciclase, Syntex,) im., mas
0,5 mg de cipionato de estradiol (ECP) y se retiré el dispositivo a todos los
animales y fueron divididas al azar para recibir: 200 Ul de eCG (Grupol); 300 Ul
(Grupo2) y 400 Ul de eCG(Grupo3). Se considero el dia 10 como dia del celo. En
el dia 17, previo a la transferencia de embriones se realizd palpacion rectal con el
objetivo de determinar la presencia de cuerpo luteo (tasa de aprovechamiento) en
los tres grupos. Los embriones fueron colectados de donadoras de las razas
Nelore y Brahman. La transferencia se realiz0 mediante la técnica intravaginal en
el cuerno ipsilateral al cuerpo luteo. Se realiz6 el diagnostico de prefiez a los 45
dias después de la transferencia mediante palpacién rectal. Los resultados
obtenidos fueron: La tasa de aprovechamiento para el Grupo 1 con 200 Ul de eCG
fue 81.3% (65/80), Grupo 2 con 300 Ul de eCG 80% (63/79) y Grupo 3, 85.7%
(72/84) con 400 Ul de eCG de tasa de aprovechamiento. La tasa de concepcion
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para el Grupo 1 fue de 52.3% (34/65) con 200 Ul de eCG, Grupo 2, 50.8% con 300
Ul de eCG y 55.5% (40/72) con 400 Ul de eCG en el Grupo 3. En la tasa de
prefiez se obtuvo 42,5% (34/80) con 200 Ul de eCG en el Grupo 1, Grupo 2 con
300 Ul de eCG 40.5% y 47.6% con 400 Ul de eCG en la tasa de preiez en el
Grupo 3. No hubo diferencia estadistica significativa (P>0,05%) en la tasa de
aprovechamiento, tasa de concepcion y tasa de prefiez final. Y concluyeron que
las tres dosis de eCG utilizadas son igualmente efectivas, asi como las tasas de
aprovechamiento, concepcién y prefiez y que el protocolo simplificado de
sincronizacion de celos en hembras receptoras de embriones es adecuado

permitiendo reducir uno a dos dias de trabajo.

2.6. Pasos de la produccion in vitro
2.6.1. Ovum Pick —up (opu).
Mejor conocida por sus siglas en inglés, OPU (Ovum Pick-up), la aspiracion

folicular transvaginal es una técnica mediante la cual los ovocitos inmaduros son
recolectados de los foliculos en los ovarios de una vaca viva por aspiracion guiada
mediante ultrasonografia a través de la pared vaginal. Esta técnica fue aplicada
por primera vez en bovinos en 1988 al adaptar para tal fin los procedimientos de
busqueda ultrasonogréfica transvaginal utilizados en humanos y aparece como
una solucioén luego de intentos previos de aspiracion de foliculos en vacas vivas
mediante técnicas como la laparotomia y la laparoscopia (Hernandez, 2001). Para
llevar a cabo esta técnica de aspiracion folicular in vivo se requiere contar con un
equipo de ultrasonografia, un transductor sectorial, una bomba de aspiracion y un
sistema de guia de la aguja. La sonda ultrasonografica para OPU ha sido
construida con la finalidad de que permita la manipulacion de la aguja desde el
exterior del animal y que el transductor esté en contacto con los ovarios; de ese
modo, el extremo de la aguja pueda ser visualizado cuando penetra dentro de los
foliculos que seran aspirados. La aguja esta conectada a la bomba de vacio por

medio de una tuberia plastica o de silicona, lo que permite que el contenido
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folicular sea vaciado directamente al filtro, que es similar al utilizado para la

recoleccién de embriones.

En primer lugar, al iniciar el trabajo, las hembras a utilizar deben ser sedadas con
xilazina y ademas deben recibir anestesia epidural con lidocaina al 2% (3-5
ml/vaca), luego de esto se debe proceder a limpiar y desinfectar la vulva y el

perineo.

Una vez realizada la higiene, se procede a introducir el transductor que tiene
acoplado el sistema de guia de la aguja. No es necesario introducir la mano por la
vagina para tal fin. La cabeza del transductor debe ubicarse en cualquiera de los
lados del cervix, segun sea el ovario a puncionar. Luego se introduce la mano
izquierda por el recto y se fija el ovario contra la cabeza del transductor, lo que
permite visualizarlo en la pantalla del equipo del ultrasonografia, al igual que a los
foliculos y la aguja. A su vez en la pantalla del ultrasonégrafo podemos apreciar la
trayectoria de la aguja lo que nos permite ubicar los foliculos para lograr una
aspiracion exitosa. Una vez ubicado el foliculo a aspirar, se impulsa la aguja
suavemente para que penetre la pared vaginal y luego la folicular; una vez logrado
esto la bomba de vacio aspira el contenido y lo deposita en el filtro de embriones o
en el recipiente destinado para tal fin. En cualquiera de los casos estos debe
contener medio de aspiracion heparinizado (PBS + 10% de suero fetal bovino).
Posterior a esto los ovocitos son procesados igual que para fertilizacion in vitro
(Hernandez, 2001).

2.6.2. Uso de la OPU.
La OPU permite incrementar de forma significativa, el nimero de embriones

transferibles y de prefieces por vaca al afio, dada la posibilidad de reutilizar las
vacas donantes de ovocitos a intervalos mucho mas cortos en comparacion con la
técnica de superovulacién y en comparacion con la utilizacibn de ovarios de

matadero. La técnica permite realizar hasta dos sesiones de aspiracién por
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donante a la semana, obteniéndose en promedio unos 4,1 ovocitos/vaca/sesion.
Ademas, este numero puede llegar a 10,4 ovocitos/vaca/sesion, si las donantes
son tratadas previamente con hormona foliculo estimulante (FSH) y somatotropina
(bST), por lo que se pueden llegar a obtener entre 50 (sin estimulacién hormonal)
y 100 (con estimulacion hormonal, FSH+bST) becerros por vaca donante al afio.

Esto representa entre 3 a 4 veces el valor logrado con la transferencia de
embriones clasica. Los resultados pueden estar afectados por factores como el
diametro de la aguja de aspiracion, la presidén de aspiracion, el momento del ciclo
estral en que se realice la aspiracion, edad, raza y condicién corporal de la

donante, asi como el uso de estimulacién hormonal.

Ademas, la OPU permite incorporar hembras donantes que se rechazarian en los
procedimientos de superovulacion por razones de dificultades anatémicas en el
cérvix como a una falta de respuesta o a una disminucion progresiva de la
respuesta al tratamiento superovulatorio. También pudiera ser que se trate de
hembras que sean infértiles y que continlen vacias luego de cuatro o0 mas
servicios. No debe pasarse por alto la posibilidad de incorporar como donantes de
ovocitos a hembras jovenes e inclusive pre-puberes, o que nos permitiria no solo
acortar el intervalo generacional sino también acelerar las pruebas de progenie
para la evaluacion genética de sementales. Por supuesto que para esto es

necesario alin mucha investigacion.

Es importante resaltar que el uso de esta técnica no esta restringido a bovinos y
ha sido aplicada en diversas especies como son equinos, rumiantes silvestres y
bafalos, ademas de representar una herramienta importante en la recuperacion de
especies en peligro de extincion. Otro uso potencial de la OPU es la posibilidad de
aplicar tratamientos hormonales directamente en el ovario. Tal es el caso de la

inyeccion intraovarica del factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1), que permite
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incrementar la capacidad de desarrollo de ovocitos aspirados de ovarios de

hembras pre-puberes.

En conclusién, la aspiracion folicular transvaginal es un procedimiento que permite
la recuperacion repetida de ovocitos de donantes vivas, siendo una técnica de alta
eficiencia y repetibilidad, lo que permite al combinarla con la fertilizacidon in vitro
superar con creces el numero de becerros obtenidos por donante en un periodo
fijo de tiempo en comparacion con la superovulacion. La aplicacion de esta técnica
puede, ademas, incrementar el nUmero de donantes de ovocitos entre las cuales
se podra contar con hembras pre-puberales, lo que permitiria reducir el intervalo

generacional y asi incrementar el progreso genético (Hernandez, 2001).

2.6.3. Fecundacién in vitro.
Una vez se disponen los ovocitos maduros, el objetivo es lograr la fecundacion de

los mismos, para ello se incuban junto con espermatozoides capacitados en un
medio Tyrode, suplementado con fuentes energéticas (piruvato, lactato) y
albumina sérica (Yanagimachi, 1994). En la especie bovina, la capacitacion
espermatica se ve favorecida por la incorporacion de heparina al medio. No
obstante, para lograr unos resultados Optimos es necesario ajustar la
concentracion de heparina y el nimero de espermatozoides para cada eyaculado
concreto (Lu y Seidel, 2004). Estas sustancias logran estimular el proceso de
capacitacion del espermatozoide que lo prepara para interaccionar y fecundar el

6vulo.

La produccion in vitro de embriones bovinos (PIVE), ha demostrado ser una
tecnologia reproductiva con una positiva relaciéon costo-beneficio; por ejemplo,
para la industria lechera de Nueva Zelanda la PIVE y el sexado de embriones
representa en términos econodmicos un ingreso adicional por afio de mas de
ochocientos mil délares. En otros paises como Holanda (Holland Genetics),
Inglaterra (Genus), ltalia (ClZ), Francia (UNCEIA), Canada (DELTA) y Estados
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Unidos (EMTRAM), por citar algunos, se viene aplicando esta tecnologia en forma
comercial por las compafias referidas en paréntesis. Basicamente, la PIVE
comprende tres pasos: 1) la maduracion in vitro de los ovocitos (MIV) obtenidos de
ovarios por medio de aspiracion folicular, 2) la fertilizacion in vitro (FIV) de los
ovocitos madurados y 3) el cultivo in vitro (CIV) de embriones. En el mejor de los
casos, aproximadamente el 40% de los ovocitos sometidos a la MIV alcanzan el
estado de blastocisto, lo cual se ha convertido en el cuello de botella mas
importante de esta biotecnologia. Sin embargo, al modificar algunos
procedimientos dentro de la PIVE como la tension de oxigeno durante la
incubacion ;, la duracién en la maduracion, el tiempo de coincubacién de los
gametos, la concentracion espermatica y el método para seleccionar los
espermatozoides, se pueden mejorar las tasas de desarrollo embrionario (Urrego,
et al. 2008)

2.7. Técnicade transferencia no quirdrgica transcervical.
Una vez realizado el examen rectal de la receptora y constatada la presencia de

un cuerpo lateo (CL) se inyecta una anestesia epidural baja (solucion de xilocaina
al 2%). La region perineal y vulva se lavan con jabon desinfectante y agua vy, se

secan (Roweet al., 1980).

El embridn es entonces colocado dentro de una pajuela esterilizada (0.25-0.5 ml)
a la que se le ha cortado un extremo (aproximadamente 1,5 cm.), esto se realiza
para que no se doble al ser introducida en el cérvix con la consiguiente pérdida del
embrién. La colocacion del embrién dentro de la pajuela se realiza de tal forma
gue el medio que posee el embrién queda entre 2 gotas de medio; separadas por

aire.

Posteriormente la pajuela con el embridn se coloca dentro de la pistola de Cassou

y ésta dentro de la funda plastica que, previamente ha sido esterilizada.
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Con la mano izquierda el operador sujeta el cérvix a través de la pared del recto.
La pistola se introduce en el canal cervical y su extremo se ubica, con ayuda de la
mano izquierda, en el cuerno ipsilateral al CL. Una vez en la posicion deseada (un
poco mas alld del cuerpo del Gtero) el embrién es depositado suavemente y la
pistola se retira lentamente. Todo este procedimiento debe realizarse lo mas
rapido y delicadamente posible. ElI exceso de manipulacion producira dafio a la
mucosa del Utero, que se traducird en una baja en los resultados (Roweet al.,
1980; Trowsonet al., 1978).

Aparte de la destreza y experiencia que son necesarias, con cualquiera de las
técnicas descritas, es necesario que las receptoras sean animales sanos, que sus
ciclos reproductivos hayan sido normales y que estén en buen estado de nutricion.
En la medida que las receptoras estén en buenas condiciones, tanto sanitarias
como nutricionales y reproductivas, y la técnica sea bien realizada, la eficiencia de

la transferencia de embriones, traducida en prefieces, sera mayor.
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3. JUSTIFICACION.

La Transferencia de Embriones (TE) ha tomado fuerza en los diferentes sectores
ganaderos, sin embargo existen aspectos basicos que se deben tener presentes
para generar resultados favorables para las ganaderias, por ello, el propésito de
este trabajo para aportar con datos cientificos que beneficien al sector pecuario
sobre dicha técnica, es que nace la inquietud de realizar el presente trabajo de
investigacion en el cual se evalud el efecto del tamafio del cuerpo luteo sobre la
tasa de prefiez en vacas de la raza Brahman receptoras transferidas a tiempo fijo
con embriones producidos in vitro para asi determinar si el tamafio de este afecta
los porcentajes en la taza de prefiez de un hato, y asi determinar que vacas
tendran una mejor rentabilidad para ser transferidas, es decir cuales nos

beneficiaran econémicamente hablando.

La eficiencia tras la aplicaciéon de la técnica de transferencia de embriones se
pueden ver afectada por multiples factores; por este motivo, es de fundamental
importancia realizar un excelente proceso en la seleccion de las hembras
donantes y por segundo lugar pero de igual importancia las eleccion de los

animales receptores que van a ser incluidos en estos programas.

Al analizar los porcentajes de prefiez reportados tras la aplicacidén de la técnica de
TE, se encuentra entre el 50% o menos, uno de los aspectos que se deben
considerar es que la gran mayoria de trabajos de TE, no realizan eficiente
selecciéon de las hembras receptoras, sin darle la importancia que son ellas, las

gue permiten el desarrollo del embridn hasta una gestacion a término.

La ineficiencia reproductiva, en esta biotecnologia puede ser de origen de las
mismas hembras receptoras, relacionado puntualmente con algunos aspectos de

condiciones de las estructuras ovaricas de la hembra, lo que puede incidir
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directamente en las concentraciones de progesterona plasmatica. Por tal motivo
debe evaluar el ciclo estral de este tipo de hembras, debido a que un pobre
desarrollo folicular con un subsecuente bajo desarrollo luteal, lo que genera unas
concentraciones plasmaticas de progesterona insuficientes, para ofrecer un medio
ambiente uterino adecuado al momento de transferir el embrion; ello,
desencadena pérdidas embrionarias, ya que se ven afectados los mecanismos de

establecimiento y mantenimiento de la gestacion.

Teniendo en cuenta lo anterior se hace fundamental realizar selecciones
detalladas y objetivas de las hembras que se seleccionaran y utilizaran para
receptoras, en los programas de TE, utilizando como factor de calidad el diametro
del cuerpo lateo, con el fin de favorecer las tasas de prefiez y con ello disminuir el
costo de producir una cria viva, ya sean en programas a campo 0 en una central
de biotecnologia, la obtencién, mantenimiento y seleccion de las receptoras
condicionaran el éxito o el fracaso del mismo, existen trabajos relacionados con la

raza y la tasa de prefiez en receptoras bovinas.
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4. HIPOTESIS.

Las vacas de raza Brahman con cuerpo liteo de mayor diametro, tienen mayor
tasa de prefiez cuando son transferidas a tiempo fijo con embriones producidos
in vitro.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General.

Evaluar la influencia que tiene el tamafio del cuerpo liteo en la tasa de prefiez en
vacas de la raza brahman, sincronizadas a tiempo fijo para ser transferidas con

embriones producidos invitro.

5.2. Objetivos Especificos.
- Determinar el porcentaje de prefiez en vacas de la raza brahman,

sincronizadas a tiempo fijo para ser transferidas con embriones producidos in vitro.
- Analizar la ventajas que tiene el tamafio del cuerpo liteo en la tasa de
prefiez en vacas de la raza brahman, sincronizadas a tiempo fijo para ser

transferidas con embriones producidos in vitro.
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6.1.

MATERIALES

Equipo utilizado para la sincronizacion de estros:
Ultrasonido

Transductor

Gel de ultrasonido

Estabilizador de energia para el ultrasonido
Extensién

Lapiz/ marcador

Alcohol

Jabon

Guantes de palpacion

Guantes de latex

Jeringas de 10,5,3,1 ml

Agujas de 18”

Formatos

Aretes y aplicador de estos

Dispositivos de progesterona 1 gramo y su aplicador
Benzoato de estradiol

Bolsa de basura

Yodo

Raspador (utilizado para limpiar la zona de la vulva de las vacas, para
aplicar los implantes intravaginales).

Overol y botas
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6.2. Equipo de retiro de los dispositivos de progesterona (protocolo de
sincronizacion de estros:
e Lapiz/ marcador

e Alcohol

e Jabodn

e Guantes de palpacion
e Guantes de latex

e Jeringas de 10,5,3,1 ml
e Agujas de 18”

e Formatos

e Cipionato de estradiol
e Gonadotropina corionica equina
e Cloprostenol sodico

e Bolsa de basura

e Yodo

e Overol vy botas

6.3. Equipo parala aplicacion de la aspiracion guiada por ultrasonido
(OPUL)
e Ultrasonido/cable de ultrasonido

e Bomba de vacio

e Manguera de bomba

e Cable de la bomba

e Guia de aspiracion

e Agujas de OPU

e Sistema de aspiracion

e Jeringas de 5 ml sin rosca (para aplicar la lidocaina de bloque epidural)
e Aguas de18”

e Anestesia local (lidocaina)

e Papel de campo
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6.4.

Jeringa de 20 ml

Solucioén salina ( para limpiar la guia)

Camisas sanitarias

Gel de ultrasonido

Gel de palpacion

Guantes de palpacion

Guantes de nitrilo

Alcohol 70%

Tijeras

Cinta adhesiva

Pluma/marcador

Extension eléctrica

Estabilizador de energia para el ultrasonido

Overol y botas

Termo de nitrégeno (el equipo de OPU es el que tiene que enviar tanto los
ovocitos como el semen que los duefios quieran para realizar la fertilizacion

in vitro).

Equipo utilizado en busqueda y seleccién de ovocitos:
Alcohol 70%

Papel toalla

Regulador de energia

Bafio Maria

Extension eléctrica

Gradillas para tubos de 50 ml

Tubos de 50 ml

Pinzas hemostéticas

Jeringas de 20 mly 1 ml /agujas de 18”

Superficie de calentamiento con su adaptador
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6.5.

Cargador de la trasportadora

Filtros de busqueda de ovocitos

Linterna

Placas de 90 mmy 60 mm

Puntas amarillas y blancas

Pipetas de 20, 200

Marcador, lapiz, borrador, sacapuntas, calculadora
Papel parafilm

Gorro, tapabocas, bata

Formato de busqueda del laboratorio

Nevera de icopor del PBS con geles refrigerantes
Medio de transporte de ovocitos

Heparina sédica

Estereoscopio

Transportadora de ovocitos

Termo de transporte de semen

Cilindro de gas.

Material y Equipo para la transferencia de embriones (TE):
Maquina de transporte de embriones (transporta los embriones en la

temperatura adecuada 36 grados Celsius).

Convertidor de energia (regula la energia para prevenir que el ultrasonido
sufra algun desperfecto).

Listado de embriones (caracteristicas del embrién, padre y madre, es decir
toro y vaca).

Listado de receptoras.

Fundas para TE (son las que protegen al aplicador).

Aplicador de TE

Camisas sanitarias para TE
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e Guantes de palpacion

e Guantes de latex

e Lidocaina

e Agujas

e Jeringas sin rosca

e Porta navaja

e Navajas (para cortar la pajilla donde viene el embrion)

e Alcohol al 70 %

e Corta cola (manera en que la empresa marca a los animales de cada finca,
para saber cuales estan transferidas)

e Raspador (para limpiar la vulva)

e Gel lubricante

e Papel

e Toallitas de limpieza

e Pistola para colocar aretes

o Aretes

e Plumay lapiz

e Saca puntas

e Borrador y tijeras

e Overol y botas
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7. METODO.
7.1 Animales del estudio:

En el presente estudio se utilizaron 216 hembras receptoras de la raza Brahaman
de 3 a 5 partos, la cuales fueron destetadas y sometidas a un mismo manejo
nutricional, suplementadas con sales minerales de una sola marca comercial, y se
mantuvieron en pastoreo a base de Brachiaria brizantha, agua a voluntad, la cual

se obtuvo de un mismo rio ubicado dentro de la hacienda.

Todas las hembras, destinadas para receptoras de embriones in vitro, fueron
sometidas a chequeo ginecoldgico a través de un monitoreo mediante
ultrasonografia, utilizando un ecografo tipo Aloka modelo SSD 500 con sonda
lineal transrectal comprada de 5 MHZ de frecuencia (Aloka SSD 500, 5 MHz linear
transducer, Tokyo, Japan), para determinar su ciclicidad de las posibles receptoras
de embriones, los animales que presentaron cuerpos liteos o foliculos se
consideraron aptos para la investigacién, los que no presentaron estructuras
ovaricas, no fueron tenidos en cuenta para el trabajo.

De igual forma se determind los siguientes criterios de inclusion:

- Utero no muy grande (que no sea dificil para la manipulacion a la palpacion
rectal).

- Utero limpio (sin contenido patolégico), es decir, sin la presencia de liquido

- Que estuvieran ciclando, es decir, con presencia de estructuras ovaricas, ya
sea un cuerpo lateo o un foliculo dominante.

- El cérvix no debe estar tortuoso para facilitar la permeabilidad al utero por la
pistola de trasferencia.

- Condicién corporal de 3.5 puntos de score corporal, en una escala de 1 a 5,

donde 1 es un animal muy delgado y 5 un animal muy obeso.
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7.2. Obtencién de embriones in vitro.
La obtencion de los embriones, se llevo a cabo mediante la técnica de aspiracion

folicular in vivo de las vacas donadoras, utilizando un equipo de ultrasonografia,
un transductor sectorial, una bomba de aspiracion y un sistema de guia de la
aguja. La aguja estuvo conectada a la bomba de vacio por medio de una tuberia
plastica o de silicona, lo que permito que el contenido folicular y posteriormente
llevado directamente a un filtro, que es similar al utilizado para la recoleccion de

embriones.

Para ello, las hembras donantes de ovocitos, recibieron anestesia epidural baja
con lidocaina al 2% (3-5 ml/vaca), luego de esto se procedio a limpiar y desinfectar

la vulva y el perineo.

Una vez realizada la asepsia de la zona, se introdujo el transductor que tiene
acoplado el sistema de guia de la aguja, via vaginal. La cabeza del transductor fue
ubicada en los lados fondo se sacé ciego del primer anillo del cervix, segin sea
fue el ovario a puncionar. Luego se fijo el ovario contra la cabeza del transductor,
con la mano izquierda, la cual se encontraba via rectal. Para la puncién folicular se
visualizé en la pantalla del equipo del ultrasonografia, el ovario, los foliculos y la
aguja, logrando con ello establecer la trayectoria de la aguja lo que nos

permitiendo ubicar los foliculos para realizar una aspiracion exitosa.

Una vez era ubicado el foliculo a aspirar, se impulsaba la aguja suavemente para
gue penetre la pared vaginal y luego la folicular; una vez logrado esto la bomba de
vacio aspira el contenido y lo deposita en el filtro de embriones o en el recipiente
destinado para tal fin, utilizando un medio de aspiracion heparinizado (PBS + 10%
de suero fetal bovino) segun la metodologia de Hernandez, (2001). Posterior a
esto los ovocitos fueron son procesados bajo estrictos estandares de laboratorio

gue para fertilizacion in vitro.
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7.3. Fecundacion in vitro (FIV):
Una vez, los ovocitos fueron maduros (TCM 199 suplementado hormonalmente y

con fuentes energéticas) por 24 horas en incubadora a 38.5°C, 5% de CO2 y 5%
de Oxigeno, se procedio a generar los trabajos de FIV y lograr la fecundacion de
los mismos, para ello se incubaron junto a espermatozoides capacitados en un
medio Tyrode, suplementado con fuentes energéticas (piruvato, lactato) y
albumina sérica segun la metodologia de Yanagimachi, (1994), donde se dejaron
los gametos de las hembras y los machos durante 18 a 24 horas en incubadora a
38,5%.

Luego se efecto el cultivo in vitro (CIV) de embriones, puesto que luego de
pasadas 24 horas del FIV, los presuntos cigotos se transfirieron a un medio de
cultivo mSOF IVC suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino y luego de 56
horas de cultivo se evalu6 la segmentacion, division, y posteriormente se observo
el desarrollo embrionario al séptimo. (Blastocisto, blastocisto Expandido), para
luego ser trasferidos a las hembras receptoras.

7.4 Protocolos de sincronizacion de estros para las receptoras de embriones
y transferencia de embriones.
Todos los animales que salieron aptos para ser receptoras de embriones (216

hembras), fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion de estros, a base de
dispositivos intravaginales de progesterona 1 gramo y benzoato de estradiol 2,0
mg; el dispositivo de progesterona se dejé insertado por ocho dias en los
animales, luego de ello se realizd el retiro de este y se aplic6 gonadotropina
coridénica equina (300 Ul), mas 0,5 mg de cloprostenol sodico y 0.5 mg de
cipionato de estradiol y en el dia 16 de protocolo de sincronizacion se realizé la

transferencia de embriones (cuadro 1).

Asi mismo, el dia 16 del protocolo se realiz6 una evaluacion por medio de un

ecografo tipo Aloka modelo SSD 500 con sonda lineal transrectal comprada de 5
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MHZ de frecuencia (Aloka SSD 500, 5 MHz linear transducer, Tokyo, Japan) y con
ello se clasificacion de los Cuerpos Luteos (CL) por diametro, al momento de la
transferencia embrionaria, se considerd la metodologia segun Duran y Ortiz
(2010), modificado por el autor, donde se clasificaron los CL de la siguiente forma,;
grado 4: 16mm, grado 3: 18mm, Grado 2: 20mm y Grado 1 22mm.

CUADRO 1. PROTOCOLO UTILIZADO PARA LAS VACAS RECEPTORAS DE
EMBRIONES IN VITRO.

Dia de Proceso Concentracion Dosis Via de Casa
Aplicacion desarrollado administracion comercial

0 Implante de 1lg/implante 1 implante | intravaginal Sincrogest
progesterona (19) (Ourofino)

0 Aplicacién de  100mg/100ml 2mg —2ml | intramuscular Sincrobiol
benzoato de (Ourofino)
Estradiol

8 Retiro de
implante

8 Aplicacion de | 500 a 1000 Ul 300UlI- intramuscular Folligon
gonadotropina 1.5ml (MSD)
corionica equina

8 Cloprostenol 26.30mg/100ml | 0.5mg - intramuscular Sincrocio
Saédico 2ml (Ourofino)

8 Cipionato de | 100mg/100ml 0.5mg — | intramuscular Sincro CP
Estradiol 0.5 ml (Ourofino)

9 OPU (Donantes)

10 FIV (Donantes)

16 Transferencia

Nota: el transferidor siempre fue un mismo técnico, DVM, PhD LuizTonissiNasser.

Luego de los examenes y registros ecogréaficos de los cuerpos luteos, se procedio
a realizar la transferencia de los embriones, para ello se inyecté anestesia
epidural baja (solucidon de lidocaina al 2%). Y en la region perineal y vulva se
realizo procedimientos de asepsia total de la zona, con jabdn desinfectante, agua
no contaminada y, procedi6 secan la zona, segun la metodologia de Rowe et al
(1980).

Los embriones fueron almacenados dentro de una pajuela esterilizada (0.25ml) a

la que se les cortado un extremo (aproximadamente 1,5 cm.), esto se realizé, para
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evitar con ello que se doblara al ser introducida en el cérvix y con ello se evito la
pérdida del embrién, La colocacion del embrion dentro de la pajuela se realizo de
tal forma que el medio que posee el embrion (me) queda entre 2 gotas de medio

(m); separadas por aire (a).

PAJUELA FRANCESA

tapon m /e m
e o T - > ~ Y
f‘. N '.’yg“" . 3 2 ') ! - =
ARSI AT SRS N SRR —— - SN .. i —
S D R

a
ILUSTRACION 1 PAJUELA FRANCESA

Fuente: Colin y de Grenade (2004).

Posteriormente la pajuela con el embrion fue coloca dentro de la pistola de Cassou
y ésta dentro de la funda plastica que, previamente habia sido esterilizada. Luego
de ello, con la mano izquierda, se sujeté el cérvix de la hembra receptora de
embriones, a través de la pared del recto. La pistola se introdujo por el canal
cervical y su extremo se ubicé con ayuda de la mano izquierda, realizando la
transferencia de los embriones en el cuerno ipsilateral al CL. Una vez se Unico la
posicion deseada (un poco mas craneal del cuerpo del utero) el embrion fue
depositado suavemente y la pistola se retiré lentamente.

7.4 Colecta de datos.
Los datos recolectados fueron debidamente consignados en planillas de anotacién

para luego ser tabulados y procesados, segun los parametros de medicién
necesarios en la investigacion. Utilizando un muestreo sistematico, segun el
disefio completamente al azar que se utilizo, cuando las vacas llevaban al sistema
de seleccion y luego que fueron evaluadas ginecoldgicamente con el ultrasonido
descrito anteriormente; y que cumplian los requisitos de seleccion anteriormente
descritos, se sometian a los procesos de sincronizacion de estros, se median los

diametros de los CL en dia 16 de protocolo, estos datos se obtenian y se
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tabulaban, y luego de 35 dias se procedi6 a la determinacién de prefiez por medio
de ultrasonido, y los datos se obtenian, para luego determinar relacion entre el

diametro de cuerpo lateos, con la prefiez en receptoras de embriones in vitro.
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8. LIMITE DE ESPACIO.
El estudio se desarroll6 en el distrito de Tonosi, provincia de Los Santos —

Republica de Panama. Los Santos es una provincia panamefia, situada al sur de
la peninsula de Azuero. Las Tablas su capital y localidad méas poblada. Con una
superficie de 3 809,4 km? y una poblacion de 89 592 habitantes, se ubica 7°36'N
80°27'0 con una temperatura promedio de 28°C y posee un clima tropical, con dos
épocas marcada la seca y la lluviosa. La primera de ellas se extiende desde
finales de noviembre hasta inicios de mayo, y la segunda, desde mayo hasta
noviembre. En la practica las divisiones entre ambas estaciones son cada vez mas
inciertas, caracterizdndose la provincia por temperaturas que oscilan entre los
23°C y los 32°C en las costas, con minimas de 14°C en la region montafiosa. Las
precipitaciones se sitlan en torno a 1200 mm anuales en la costa, aumentando los
valores en las zonas montafiosas hasta los 4.000 mm, lo que permite la presencia

de bosques nublados.

Uno de los factores basicos en la definicion del clima es la orografia, ya que el
relieve no sélo afecta el régimen térmico produciendo disminucién de la
temperatura del aire con la elevacion, sino que afecta la circulacién atmosférica de

la regién y modifica el régimen pluviométrico general.

En Panamé se han definido dos periodos estacionales del clima, estacion seca y

estacion lluviosa.

El régimen pluviométrico de la regién Central del pais donde realizamos nuestro
estudio (provincia de los santos) es la siguiente las lluvias se producen por lo
general después del mediodia, provocadas por los flujos predominantes
procedentes del Caribe o del Pacifico. Son lluvias entre moderadas y fuertes,
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acompafadas de actividad eléctrica y vientos fuertes. Esta region presenta la zona
mas continental del pais, por lo que, los contrastes térmicos y orograficos juegan

su papel.

La estacion seca tiene generalmente su inicio a mediados de diciembre, pero con
variaciones de hasta 3 o 4 semanas. Para esta época, los fuertes vientos
provenientes del noreste conocidos como “vientos alisios” comienzan a soplar, con
poca 0 ninguna precipitacion lluviosa durante muchas semanas seguidas. Las
temperaturas diurnas aumentan ligeramente hasta alcanzar unos 30-31°C (86-
88°F), pero las temperaturas nocturnas se mantienen alrededor de 22-23°C (72-
73°F). La humedad relativa disminuye durante toda la estacion hasta alcanzar

valores promedios de 70%.

La estacion lluviosa empieza alrededor del 1 de mayo, pero también puede variar
por una o dos semanas. Con la llegada de las lluvias, las temperaturas descienden
ligeramente durante el dia y los vientos alisios desaparecen. La humedad relativa
aumenta rapidamente y puede mantenerse entre 90% y 100% durante toda la

estacion lluviosa.

La Hacienda la Barrera, donde se desarrollé6 puntualmente la investigacion, es
una finca, que se encuentra en la provincia de los Santos; cuyo propietario tiene
una trayectoria de mas de 30 afios dedicado a la cria del ganado brahman y
decide ampliar su produccion con la instalacion de una lecheria utilizando la raza

brahman como receptoras para ser transferidas con embriones de Girholando.

El sitio especifico es un corral de manejo ubicado dentro de los terrenos de la
Hacienda; el cual cuenta con un tronco de contencidn para asegurar a las vacas y

asi poder trabajar con seguridad tanto para el técnico como para el animal.
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ILUSTRACION 2 MAPA DE LOCALIZACION DE LA HACIENDA LA BARRERA, DISTRITO DE TONOSI,
PROV. LOS SANTOS, REP. DE PANAMA

FUENTE: Instituto Geografico Nacional “Tomy Guardia”
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9. LIMITE DE TIEMPO.

El estudio se desarrollé en el trimestre comprendido de febrero — mayo del 2014,

desarrollando la investigacion, en el periodo de estacion seca del pais y en la

region central, en donde las precipitaciones son menores aun en periodo lluvioso.

El trabajo se dividié en 6 repeticiones para favorecer la logistica de la investigacion

y asi lograr obtener resultados fidedignos, donde se concentraron en eventos

importantes como la sincronizacién, el OPU, la transferencia de embriones y el

diagnostico de prefiez (cuadro 2)

CUADRO 2. REGISTRO DE PROTOCOLO APLICADO POR FECHA.

Evento/grupo A B C D E F
SINCRONIZACION  03/02/14  07/02/14 10/03/14 15/03/14  31/03/14 12/04/14
RETIRO 11/02/14 15/02/14 18/03/14 24/03/14  08/04/14 21/04/14
OPU 12/02/14 16/02/14 19/03/14 25/03/14  09/04/14 22/04/14
TRANSFERENCIA  20/02/14 24/02/14 27/03/14 02/03/14 17/04/14 30/04/14
DIAGNOSTICO DE  15/03/14 21/03/14 21/03/14 25/04/14 12/0514 23/05/14

PRENEZ

Es importante resaltar, que las fechas iniciales de los programas fueron

establecidas de acuerdo a la disposicién de trabajo con los que contaba la finca.
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10. RESULTADOS.

Los resultados del presente estudio se muestran en los siguientes cuadros y
gréficas.

TABLA 2 Efecto del tamafio del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas
Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo A

Tamafio del N° DE N°® ANIMALES PORCENTAJE

CL EJEMPLARES PRENADOS %

mm

16 5 1 20

18 7 1 14.3

20 12 5 41.7

22 11 7 63.6

TOTAL 35 14 40

Como se aprecia en la tabla 2, el porcentaje total de prefiez en vacas Brahman
transferidas con embriones producidos in vitro del grupo A, donde se muestrearon
35 animales y quedaron prefiados 14, obteniendo el 40 % (14/35). De las cuales,
las hembras con un diametro de 22mm, generaron una tasa de prefiez del 63,6%
(7/11).
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GRAFICA 1. GRUPO A. MUESTRA DE 35 EJEMPLARES.

RELACION ENTRE EL TAMANO DEL CUERPO LUTEO Y EL
PORCENTAJE DE PRENEZ EN VACAS DE LA RAZA BRAHAMAN

10
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En esta grafica se pueden observar de una manera mas clara, como las
probabilidades de prefiez en vacas de raza Brahman, con cuerpo lateo de tamafio
22 aumentan; pues como expresamos anteriormente, de las 14 vacas que
resultaron prefiadas, 7 corresponden a las vacas con un cuerpo liteo de 22,

garantizandonos el 50% de éxito en la aplicacion de este tratamiento.
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TABLA 3 Efecto del tamafio del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo B

Tamafio del CL N° DE N ANIMALES PORCENTAJE DE
mm EJEMPLARES PRENADOS PRENEZ%
16 5 1 20
18 9 3 33.3
20 10 5 50
22 13 9 69.2
TOTAL 37 16 43.2

En la tabla 3, se observa los resultados del grupo B, donde se trabajaron 37
ejemplares, de las cuales 16 resultaron prefiadas, las hembras con un cuerpo
luteo de 22mm, dando un porcentaje de 69,2% (9/13); luego las hembras con un

cuerpo lateo era de numero 20mm, se obtuvo un 50% (10/5).

Sergio Javier Rodriguez Rodriguez 49



Influencia del tamafio del cuerpo llteo, sobre la tasa de prefiez, en vacas de la raza brahman,
sincronizadas a tiempo fijo, para transferencias de embriones producidos In vitro

GRAFICA 2. GRUPO B. MUESTRA DE 37 EJEMPLARES.

RELACION ENTRE EL TAMANO DEL CUERPO LUTEO Y EL
PORCENTAJE DE PRENEZ EN VACAS DE LA RAZA
BRAHAMAN
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En esta gréafica se observa que los resultados se mantienen constantes, en cuanto
a los porcentajes de prefiez en las vacas cuyo cuerpo luteo es 22; es decir, se
puede comprobar la hipétesis sobre las altas probabilidades de prefiez en esos
ejemplares.

Entre mayor es el cuerpo liteo de las vacas mayor porcentaje de prefiez tiene la

vaca.
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TABLA 4 Efecto del tamafio del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo C

Tamafio del CL N° DE N ANIMALES PORCENTAJE DE
mm EJEMPLARES PRENADOS PRENEZ %
16 7 2 28.6
18 10 4 40.0
20 7 3 42.9
22 8 5 62.5
TOTAL 32 14 43.8

En la tabla 4, se observa los resultados del grupo C, donde En se muestrearon 32
vacas de las cuales 14 resultaron prefiadas, cuyo mejor porcentaje lo obtuvieron

las hembras con un didmetro del cuerpo lateo era de 22mm; con un 62.5% (5/8).
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GRAFICA 3. GRUPO C. MUESTRA DE 32 EJEMPLARES.

RELACION ENTRE EL TAMANO DEL CUERPO
LUTEQ Y EL PORCENTAJE DE PRENEZ EN
VACAS DE LA RAZA BRAHAMAMN
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En esta gréfica, se puede constatar de una manera mas clara las ventajas que
presentan los ejemplares cuyo diametro del cuerpo liteo es de tamafio 22, pues el
porcentaje de prefiez es el mas favorable, demostrando asi la hipétesis descrita en

el estudio.
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TABLA 5 Efecto del tamafio del cuerpo luteo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo D

Tamafio del CL N° DE N ANIMALES PORCENTAJE DE
mm EJEMPLARES PRENADOS PRENEZ %
16 4 1 25.0
18 8 4 50.0
20 9 5 55.6
22 15 8 53.3
TOTAL 36 18 50.0

En la tabla 5, se observa los resultados del grupo D, donde se trabajé con un 36
ejemplares, de los cuales resultaron prefiadas 18, es decir el 50%. Los mejores
resultados se obtuvieron con las hembras que presentaban un cuerpo liteo de
tamafio 22mm, con un 53,3-% (8/15) resultaron prefiadas; 9 poseian un diametro

en el cuerpo luteo de 20mm con un porcentaje de prefiez del 55,6% (5/9).
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GRAFICA 4. GRUPO D. MUESTRA DE 36 EJEMPLARES
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Como observamos en la gréfica el grupo de ejemplares con cuerpo liteo de

tamafio 22, sigue obteniendo los mejores resultados de prefiez, aportando un

53.3% de las vacas prefiadas, del total de grupo muestreado.

Sergio Javier Rodriguez Rodriguez

54



Influencia del tamafio del cuerpo llteo, sobre la tasa de prefiez, en vacas de la raza brahman,
sincronizadas a tiempo fijo, para transferencias de embriones producidos In vitro

TABLA 6 Efecto del tamafio del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo E

Tamafio del CL N° DE N ANIMALES PORCENTAJE DE
mm EJEMPLARES PRENADOS PRENEZ%
16 6 2 33.3
18 6 3 50.0
20 8 5 62.5
22 9 7 77.8
TOTAL 29 17 58.6

En la tabla 7, se observa los resultados del grupo E, donde se muestrearon 29

ejemplares de vacas brahman, obteniendo los siguientes resultados: las vacas con

cuerpo lateo nimero 22mm con una tasa del 77,8% (9/7). Mientras que las vacas

con cuerpo luteo de tamafio 20mm, obtuvieron un 62,5% (5/8).
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GRAFICA 5. GRUPO E. MUESTRA DE 29 EJEMPLARES
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En esta gréafica se aprecia de manera evidente el alto porcentaje obtenido en las
vacas cuyo cuerpo lateo es de 22, con el 77.8; seguidos de las vacas con 20 de
didmetro en su cuerpo liteo y asi sucesivamente, hasta llegar a 16. Esto permite
comprobar, que se obtuvo mejores resultados de prefiez, cuando el cuerpo lateo

es mayor diametro.
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TABLA 7 Efecto del tamafio del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Grupo F

Tamarfio del CL N° DE N ANIMALES ~ PORCENTEJE
mm EJEMPLARES PRENADOS DE PRENEZ
%
16 11 3 27.3
18 8 1 12.5
20 9 3 33.3
22 8 6 75.0
TOTAL 36 13 36.1

En la tabla 8, se observa los resultados del grupo 8, donde se trabajaron 36
ejemplares de los cuales 13 resultaron prefiadas, dando un porcentaje total de
36.1; aunque a nivel total, este grupo obtuvo menos vacas prefiadas; el aporte de
las vacas cuyo cuerpo luteo con un didmetro 22mm fue de 75% al porcentaje total
(6/8).
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GRAFICA 6. GRUPO F. MUESTRA DE 36 EJEMPLARES.

RELACION ENTRE EL TAMANO DEL CUERPO
LUTEO Y EL PORCENTAJE DE PRENEZ DE
VACAS DE LA RAZA BRAHAMAN.
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La grafica muestra de forma comparativa los diversos grupos de vacas con sus
respectivos didmetros de cuerpo IUteo y se observa que las vacas con cuerpo

luteo de tamafio 22 es el mejor porcentaje de ejemplares prefiadas.
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TABLA 8 Efecto del tamafo del cuerpo lateo sobre la tasa de prefiez en vacas

Brahman transferidas con embriones producidos in vitro. Total de hembras

analizadas
Tamafio del N° DE N ANIMALES PORCENTAJE DE
CL mm EJEMPLARES PRENADOS PRENEZ %
16 49 10 20.4
18 48 16 33.3
20 55 26 47.3
22 64 42 65.6*
total 216 94 435

En la tabla 9, se observa el total de hembras trabajadas en toda la investigacion,
asi como los diametros analizados (16, 18, 20 y 22mm), y el registro de las tasas
de preiiez total.

Los porcentajes de prefiez resultaron satisfactorios para el estudio, pues a través
de ellos se pudo comprobar la hipétesis y alcanzar los objetivos. Las vacas cuyo
didmetro estaba entre 22 y 20mm presentaron los mejores resultados de prefiez,
65,6% y 47,4% respectivamente; esto garantizara al productor pecuario que se
dedique a esta actividad, ejercer un control en las vacas que tenga en su hato y

mejorar su produccion.
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GRAFICA 7. GRUPOS TOTALES.
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La grafica muestra el resumen final del total de ejemplares sometidos al estudio y
de una forma comparativa, se observa que los mejores porcentajes son en los

grupos de vacas con mayor diametro en su cuerpo luteo.

Para probar la hipotesis de que “ Las vacas de raza Brahman con cuerpo luteo de
mayor diametro, tienen mayor tasa de prefiez cuando son transferidas a tiempo fijo
con embriones producidos in vitro “ se utilizé una prueba sobre diferencia de
proporciones para muestras grandes utilizando la distribucion t-student. A
continuacion se presenta la tabla de contingencia que resume la informacion

obtenida en el estudio:
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TABLA 9 TABLA DE CONTINGENCIA

PRENEZ
SI NO | TOTAL
Cuerpo Lateo 16 mm 10 39 49
Cuerpo Lateo 18 mm 16 32 48
Cuerpo Luteo 20 mm 26 29 55
Cuerpo Luteo 22 mm 42 22 64
TOTAL 94 122 216

Los resultados de las pruebas estadisticas realizadas se resumen en la siguiente
tabla:

TABLA 10 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS

HIPOTESIS CONTRASTADAS | T-TABULAR | T-CALCULADO | P DECISION
VALUE

Ho: P2=P1

Ha: P2 >P1 1.645 1.45 P >0.05 | No

Ho: P3=P2

Ha: P3 > P2 1.645 1.46 P >0.05 | No

Ho: P4 =P3

Ha: P4 > P3 1.645 2.04 P <0.05 | Si

Ho: P3=P1

Ha: P3>P1 1.645 3.04 P<0.05 | Si

Ho: P4=P1

Ha: P4>P1 1.645 5.46 P <0.05 | Si

Ho: P4 =P2

Ha: P4 > P2 1.645 3.58 P <0.05 | Si
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Como se observara, no se encontrd suficiente evidencia estadistica para afirmar
gue las vacas de raza Brahman con cuerpo liteo de 18 mm tienen una mayor
tasa de prefiez que aquellas con cuerpo liteo de 16 mm. Tampoco se encontrd
suficiente evidencia estadistica para afirmar que las vacas con cuerpo luteo de 20

mm tienen mayor tasa de prefiez que aquellas de 18 mm.

Sin embargo se pudo probar que las vacas con cuerpo luteo de 20 mm y de 22
mm tienen una tasa de prefiez mayor que aquellas de 16 mm. . También se pudo
probar que las vacas con cuerpo Iiteo de 22 mm tienen mayor tasa de prefiez que
las de 18 mm. Un hallazgo muy importante de esta investigacion es que las vacas
con cuerpo luteo de 22 mm tienden a tener una mayor tasa de prefiez que
aquellas con 20 mm. Sin duda un cuerpo lateo de 22 mm conduce a obtener

mayor tasa de prefiez en estos animales.
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11. DISCUSION

11.1. Porcentaje de prefiez de las hembras receptoras del estudio.
En la presente investigacion la tasa de prefiez luego de la TE fue del 43,5%, estos

datos pueden ser comparados con los reportados por Nogueira et al (2012), donde
indicaron un porcentaje de prefiez del 44,1% (67/152), Siqueira et al 2009,
reportaron porcentajes del 58.8% prefiez. Gonella-Diaza et al (2013) indicaron
tasas de prefiez del 31,4%, asi como las obtenidos por Benyei et al. (2006; 34,2%)
y Aller et al. (2000; 31,5%) Como se pudo observar los resultados son similares a
los que indica la literatura, esto se puede deber a la calidad de los embriones
utilizados para la transferencia en la presente investigacion, los cuales fueron de

excelente calidad, lo que pudo favorecer las tasas de prefiez.

11.2. Clasificacion de diametro de estructuras ovaricas (CL) de las hembras
del estudio.
Las tasas de prefiez en el actual trabajo (65,6% para cuerpos Iuteos de 22mm)

son superiores a las de otros autores. Ortiz (2000), donde obtuvo tasas de prefiez
del 27,7% para CL grado 1, Baruselli et al., (2001), un 58,4%, para CL grado 1,
Gonella-Diaza et al (2013) indicaron que CL grado 1 de 24 mm (39.7%) y Durany
Ortiz (2010), donde indicaron que cuerpos lateos Grado 1 (52,4%), mientras que si
se reducia el diametro del CL, se disminuida la tasa de prefiez (15,9%), dicho

comportamiento estuvo presente en la actual investigacion.

La tasa de prefiez a los 35 dias post-transferencia en la actual investigacién para
las hembras con CL de 22 mm (65.6%); en relacion a la tasa de prefiez con CL de
20 mm fue de 47.3%; en relacion al CL de 18 mm, la tasa obtenida fue de 33.3% y
finalmente los CL de 16 mm, obtuvieron tasas de prefiez del 20,4%, estos
porcentajes, se pueden explicar si se tiene en cuenta factores que pueden afectar

positiva 0 negativamente, como es el caso del clima; , pues bien, en el trépico
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debido a la ausencia de estaciones marcadas se han realizado estudios

dependiendo de si se esta en época seca 0 en época de lluvias.

Diaz y Garcia (1999) evaluaron el efecto de la pluviosidad sobre los porcentajes
de prefiez en programas de transferencia de embriones en razas cebuinas en el
tropico bajo colombiano, encontrando que no habia relacion entre la pluviosidad
mensual y la tasa de prefiez, cosa similar se puede definir en la presente
investigacion puesto que la temporada de transferencias embrionarias se dio en
los meses de febrero a marzo, con un promedio de temperatura de 28°C, esto si
se lleva a extrapolacion de las temperaturas confort de un ganado cebu
(Brahméan), donde su temperatura de confort maxima es de 35°C, se puede indicar
que las receptoras de este trabajo por mas que fueron trabajadas en una
temporada seca, como se manifesté anteriormente no llegaron a sufrir estrés
térmico y su termorregulacién se dio adecuadamente, lo que no afecto los niveles
de nutricion de estas receptoras, lo que pudo conllevar que presentaran reservas
de colesterol adecuadas para regenerar una esteroidogénesis y con ello presentar

mejorar cuerpos lateos que favorecieron a las tasas de prefiez.

Otro aspecto son los fendmenos fisiolégicos asociados a las estructuras ovaricas
representan un punto de control, para los adecuados resultados en técnicas de
transferencias embrionarias (Duica et al 2007), de igual forma la relacion positiva
gue posee el tamafio del CL sobre la tasa de prefiez es primordial para mejorar los
resultados de la TE. (Gonella-Diaza et al 2013)

Por tal motivo la importancia hacer un seguimiento de las estructuras ovaricas
presentes durante la sincronizacion asi, como de las etapas previa y posterior a
TE. De este modo, un Optimo desarrollo folicular serd determinante para la
formacion de un cuerpo lateo que genere concentraciones plasmaticas de

progesterona suficientes para ofrecer un medio ambiente uterino adecuado y
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favorecer el 6ptimo desarrollo embrionario (Duica et al 2007). Por tal motivo
verificar la presencia de estructuras que demuestran ciclicidad ovarica, son

fundamentales para los programas.

Vasconcelos et al.,, (2001), indicaron que receptoras que presentaban cuerpos
luteos de mas de dos centimetros de diametro tasa de concepcion del 58% en
hembras a las que se le transfiri6 un embrion el dia siete después del estro. A las
hembras que se les encontraron cuerpos liteos de 1,5 centimetros de diametro
producen niveles de progesterona circulantes de 1,75 ng/mL, y una tasa de
concepcion del 41%; vy, a las hembras a las que se les encontraron cuerpos lateos
menores de 1,5 centimetros de diametro presentaron niveles de progesterona

circulantes de 1,19 ng/ml y una tasa de concepcion del 31%.

Es asi como indica Duica et al (2007), que el conocimiento de las estructuras
ovaricas, sus caracteristicas e interrelaciones en la hembra receptora de
embriones, en cuanto al desarrollo folicular y la estructuracion y funcionalidad del
cuerpo luteo, es fundamental para lograr ofrecer un adecuado medio ambiente
uterino al embrién y asi contribuir asi a mejorar la eficiencia en los programas de

transferencia de embriones.

Otro factor que puede afectar las tasas de prefiez, es la raza de los receptoras de
embriones, es asi como se indica que para favorecer la fertilidad de las hembras
gue recibiran los embriones, estas deberan ser F1 (Bos Taurus x Bos indicus), que
animales puros, sin embargo estudios realizados por Cutini et al (2000), indicaron
gue no existen diferentes entre las tasas de prefiez entre las razas Taurus
(46,0%), Indicus (43,2%) Yy doble propdsito (43,9%), esto indica que si el manejo
es adecuado a las receptoras favorecera a las tasas de prefiez. Este factor se
presentd en la actual investigacion, puesto que el manejo del protocolo de

sincronizacion de estros a base de progesterona, estrogenos y demas hormonas
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relacionadas anteriormente, fue fundamental para que la presentacion de estros
no fuera un factor negativo para las tasas de prefiez, aspecto importante cuando
se manejan receptoras de embriones de razas cebuinas como en la actual
investigacion, no obstante las tasas de prefiez se midieron por la presencia de
prefiez por medio de ecografia a los 35 dias y no por terneros nacidos; lo que
indica que en el presente trabajo no se involucré, como variable de estudio, las
perdidas embrionarias tardias que son otros aspecto que pueden afectar los

resultados en un programa de transferencia de embriones.

Con esto se puede decir que las hembras utilizadas como receptoras de
embriones, al ser sometidas al protocolo hormonal descrito para esta
investigacion, respondieron a este, lo que facilito la presencia de estructuras
ovarias como cuerpos luteos. De igual forma el hecho que la temperatura en la
zona del trabajo estuviera entre los limites de confort para la raza brahaman,
favoreci6 que los animales no presentaran estrés caldrico y nutricional,
proporcionando las reservas corporales esenciales, para un adecuado desarrollo
ovarico y de los cuerpos lateos, logrando obtener adecuados niveles de
hormonales para mantener los porcentajes de prefiez de los embriones hasta el

momento que se evaluaron a los 35 dias post-trasferencia.
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12. CONCLUSION

Los CL de 22 mm obtuvieron mayores tasas de prefiez en las hembras de estudio

y mejores que los demas diametros (20, 18 y 16mm)
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13.

SUGERENCIAS.

Siempre que se vaya a realizar un trabajo de transferencia embrionaria, se
debera contemplar primero, factores basicos como estatus sanitario de la
finca, y nutricidon de los mismos (mineralizacion adecuada).

Es necesario realizar trabajos en los que se evalluen las diferentes
hormonas utilizadas en el protocolo para el control del ciclo estral en la
hembra receptora de embriones, con el fin de realizar ajustes para la
incrementar la eficiencia, ya que un porcentaje de animales del presente
estudio, asi como de los trabajos

Es necesario continuar ampliando el conocimiento acerca de los patrones
fisioloégicos y respuestas a los tratamientos hormonales para control del
ciclo estral, en diferentes grupos raciales, asi como en cruces de estos,
diferentes etapas fisiologicas, condiciones de manejo, entre otros; para de
esta forma direccionar la seleccion hacia animales eficientes.

Es importante seguir realizando estudios, en distintas etapas climatolégicas,
y analizar los cambios que pueden darse, ya sea por estrés caldrico u otros
factores ambientales.
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