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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar la efectividad de la
multiovulacién y la transferencia de embriones (MOET) y la produccion de embriones in
vitro (PIVE) sobre la produccion de embriones y tasa de prefiez. El estudio se realiz6 en
la finca los Leones del Cantén Macas, Provincia de Morona Santiago, Ecuador. Se
utilizaron tres donadoras Charoles para cada una de las técnicas y 40 vacas receptoras (30
para embriones en vivo y 10 para embriones in vitro). Para MOET se aplicé un
tratamiento superovulatorio combinado con uno de sincronizacion de la ovulacion. Se
detectd el celo y las vacas fueron inseminadas con dos dosis de semen. En el dia 7 luego
del celo se practico lavado uterino y los embriones grado 1 fueron transferidos a vacas
receptoras. Las vacas donadoras de ovocitos se colectaron bajo anestesia epidural
mediante el método de aspiracion folicular guiada por ultrasonido. Los embriones
producidos fueron transferidos en fresco en el dia 7 luego de la fecundacion in vitro. Los
datos se analizaron mediante estadisticos descriptivos del programa SAS. Las vacas
donadoras por MOET produjeron 30 embriones transferibles grado 1, que produjeron 16
prefieces (tasa de prefiez de 53,1 + 7,2%). De las tres vacas donadoras usadas para PIVE
se colectaron 25 ovocitos, de los cuales 10 alcanzaron el estadio de blastocisto y fueron
transferidos, resultando solo una vaca prefiada (tasa de prefiez de 20 + 17,3%). El analisis
economico demostro que el costo por embrion fue con la MOET fue 2.5 veces menor que
con la PIVE (195,7 y 500,0 US$ respectivamente). Se concluye que la MOET fue la
biotécnica reproductiva mas efectiva, tanto bioldégica como econémicamente, para la

produccion de embriones con fines mejoramiento genético.

Palabras clave: embriones in vivo, embriones in vitro, trasferencia, tasa prefiez, bovino,

trépico
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Author: Nina Moénica Pilla Caizabanda

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effectiveness of multi-ovulation and embryo transfer
(MOET) and in vitro embryo production (PIVE) on embryo production and pregnancy
rate. The study was conducted at Leone's farm in Macas Canton, Morona Santiago
Province, Ecuador. Three Charol donors were used for each technique and 40 recipient
cows (30 for live embryos and 10 for in vitro embryos). For MOET, a superovulation
treatment combined with an ovulation synchronization treatment was applied. Oestrus
was detected, and cows were inseminated with two doses of semen. On day seven after
oestrus, uterine lavage was performed, and grade 1 embryos were transferred to recipient
cows. Oocyte donor cows were collected under epidural anesthesia using the ultrasound-
guided follicular aspiration method. Embryos produced were transferred fresh on day
seven after in vitro fertilization. Data were analyzed by descriptive statistics using SAS
software. MOET donor cows produced 30 grade 1 transferable embryos, which produced
16 pregnancies (pregnancy rate of 53.1 £ 7.2%). From the three donor cows used for
PIVE, 25 oocytes were collected, of which 10 reached the blastocyst stage and were
transferred, resulting in only one pregnant cow (pregnancy rate of 20 £ 17.3%). The
economic analysis showed that the cost per embryo with MOET was 2.5 times lower than
with PIVE (195.7 and 500.0 US$ respectively). It is concluded that MOET was the most
effective reproductive bio-technique, both biologically and economically, for the
production of embryos for breeding purposes.

Keywords: In Vivo Embryos, In Vitro Embryos, Transfer, Pregnancy Rate, Cattle,
Tropics.
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2 JUSTIFICACION

La produccion ganadera y agricola son pilares fundamentales de la actividades econdmica
y social del Cantén Macas, Provincia Morona Santiago. En el area ganadera este canton
tiene excelentes tierras para la crianza y explotacion de ganado de carne como es el caso
de la raza Charoles, que tanto auge ha tenido debido a su excelente adaptacién a las
particulares condiciones geografica, ambientales y climéaticas que predominan en esta
region del pais. Desde este canton se abastece de ganado Charoles a las provincias de
Azuay, Pastaza, Guayas Tungurahua, Quito, y otras localidades de la provincia Morona
Santiago (1).

Una de las principales limitantes de la produccion bovina en los tropicos es el deficiente
desempefio reproductivo y productivo debido a multiples factores ambientales y genéticos
que limitan estas importantes y complejas funciones bioldgicas. Entre ellos se destaca la

raza, la época del afio, el estado nutricional, el nimero de partos, y otros (2).

Por otro lado, en condiciones normales, una vaca puede tener solo una cria al afio, si logra
prefiarse antes de los 90 dias luego del parto. De esta manera se pierde la oportunidad de
que una hembra de alto valor genético multiplique su descendencia. Sin embargo, desde
mediados de los afios de 1970 la superovulacion y la transferencia de embriones ha
permitido incrementar el nimero de crias que pueden obtenerse de una vaca
genéticamente superior (2). Asimismo, la produccion in vitro de embriones, una
biotecnologia reproductiva desarrollada algunos afios después, ha posibilitado
incrementar ain mas el nimero de descendientes por vaca/afio, y con ello, aumentar el

impacto de la genética de los animales superiores en los rebafios (3).

La aplicacidn de estas dos biotecnologias reproductivas en los rebafios bovinos del canton
Macas, y otros cantones ganaderos del pais, podria generar grandes beneficios en el
esfuerzo de obtener animales altamente productivos y con adecuada eficiencia
reproductiva. Esto sin lugar a dudas, se reflejara en mayor produccion de carne y leche
de excelente calidad para suplir las necesidades alimenticias de la poblacion del pais.



3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1 Directos
o El propietario de la finca.

o Los estudiantes de la carrera de Medicina Veterinaria y la Universidad Técnica

de Cotopaxi.

o También serd beneficiaria directa la autora de la investigacion, la cual se
desarrollé para cumplir con el requisito previo a la obtencion del titulo de

graduacion.
3.2 Indirectos

o Ganaderos del canton Macas y del pais que se dedican a la produccion de carne
o Profesionales agropecuarios que trabajan en fincas ganaderas de carne

o Estudiantes de otras universidades del pais

4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La ganaderia en los tropicos enfrenta graves problemas debido a los altos costos de
produccion, a los cruzamientos no planificados y la deficiente eficiencia reproductiva (1).
Ecuador no escapa a esta problematica, por lo que es necesario implementar estrategias
para mejorar los sistemas de produccion bovina, independientemente si estan orientados
a la produccion de lecha o de carne (2).

Las biotecnologias reproductivas se fueron desarrollando durante décadas en respuesta a
la necesidad de mejorar la eficiencia reproductiva de los rebafios bovinos y de maximizar
el nimero de crias que un macho o hembra puede producir durante su vida util,
particularmente si se trata de ejemplares del alto valor genético (3). Incluso, con las
biotecnologias reproductivas disponibles actualmente es posible conservar gametos y
embriones durante décadas y obtener descendientes de animales genéticamente

superiores muchos afos después de su desaparicion fisica (4).



La multiovulacién o superovulacién y transferencia de embriones son biotecnologias que
comenzaron a usarse intensamente a mediados de la década de 1970 (4). Estas consisten
en la aplicacién de un tratamiento hormonal con la finalidad de estimular el crecimiento
de numerosos foliculos e inducir su owvulacion, por un lado, que luego de una
inseminacion artificial convencional o a tiempo fijo producen gran cantidad de embriones
que son transferidos a vaca receptoras, por otro (5). Los tratamientos de superovulacién
fueron perfeccionados a través del tiempo, y en la actualidad la combinacion de un
protocolo de sincronizacion de la ovulacion con la administracion de dosis decreciente de
FSH (6), obtenida de extractos purificados de glandula hipéfisis, ha hecho posible

optimizar la produccion de embriones transferibles (7).

Actualmente es posible aplicar tratamientos superovulatorios con una sola dosis de FSH,
contenida en un vehiculo de liberacion lenta que garantiza la accién hormonal durante
varios dias, sin necesidad de movilizar las vacas donadoras dos veces al dia por 4 dias,
disminuyendo costos y las situaciones estrés en los animales que pueden causar respuestas
superovulatorias deficientes (8). Asimismo, la disponibilidad de productos con FSH
recombinantes y mas eficientes en su accion, asi como de la aplicacién de una dosis Unica

por via epidural, ha simplificado el protocolo superovulatorio y mejorado su efectividad

9).

Una década después, la posibilidad de producir embriones in vitro a partir de ovocitos
colectados de varios postmortem se hizo realidad (4). Luego de implementarse el uso
rutinario de la aspiracion folicular guiada por ultrasonido, pocos afios después (10), fue
también posible hacerlo de ovarios de vacas vivas. Con la mejora de la eficiencia de los
sistemas de produccion in vito de embriones (11) esta tecnologia comenzo a aplicarse a
gran escala en fincas bovinas de carne y de leche en muchos paises del mundo (12). A tal
punto ha sido asi, que desde hace unos afios la transferencia de embriones producidos in
vitro ha sobrepasado los producidos por superovulacion y transferencia de embriones
(13).

Aunque la superovulacion y la transferencia de embriones ha sido empleada durante
algunos afios en Ecuador (14, 15), la produccion in vitro de embriones se ha utilizado
muy poco Yy hay pocos laboratorios comerciales operativos, aunque hay un gran potencial

para aplicar esta biotecnologia en los rebafios bovinos del pais.



5 OBJETIVOS
5.1 General

Comparar la prefiez de vacas receptoras luego de la transferencia de embriones in vivo y

embriones in vitro producido por vacas Charoles en Macas
5.2 Especificos

o Determinar la tasa de prefiez de vacas receptoras transferidas con
embriones producidos in vivo e in vitro.

o Determinar cuél de las técnicas de produccion de embriones es mas
efectiva en las condiciones ambientales y en el ganado de Macas

o Evaluar la relacion costo-beneficio de las dos biotecnologias
reproductivas usadas para la produccién de embriones en Macas



6 FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
6.1 Generalidades

Las biotecnologias reproductivas son técnicas que tienen como proposito mejorar el
desempefio reproductivo de los rebafios e incrementar su calidad genética. Se han
aplicado durante varias décadas, y su impacto sobre la produccidn de leche y de carne del

ganado bovino es innegable (3).

Para comprender todos los aspectos relacionados con estas biotécnicas es necesario tener
claro los aspectos morfologicos vy fisiologicos que fundamentan la funcion reproductiva
de los bovinos. Para ello, en las siguientes paginas se hara una descripcion detallada de

estos aspectos.
6.2 Fisiologia reproductiva

Las bases fisioldgicas de la reproduccién incluyen aspectos morfologicos, fisiologicos y
endocrinos relacionados con la actividad reproductiva de los animales. La ciclicidad
reproductiva de los bovinos y otras especies de animales de granja implica la participacion
de varios componentes anatomicos y funcionales localizados en diferentes niveles del
organismo animal. Estos componentes conforman el eje reproductivo (Grafico 1)
constituido por el hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios y el Gtero. La accion coordinada
de estos componentes hace posible que las vacas experimenten ciclos estrales, ovulen y

eventualmente queden prefiadas y den nacimiento a una cria sana (16).
6.2.1 Ciclo estral

El ciclo estral es el periodo de tiempo que transcurre entre un celo y el siguiente. En la
vaca tiene una duracion de aproximada de 21 dias y un rango entre 18 y 24 dias (17).
Consta de dos etapas, dependiendo de las estructuras ovaricas y las hormonas
predominantes: fase folicular y fase luteal. La fase folicular inicia con la regresion del
cuerpo luteo (CL) y finaliza con la ovulacién. Durante esta fase ocurre la maduracion
folicular, por lo que el esteroide gonadal dominante es el estradiol (17). La fase luteal
comienza luego de la ovulacion, con la transformacion del foliculo colapsado luego de la

liberacidn de ovocito, en un cuerpo hemorragico que progresivamente se va convirtiendo



en un CL, que entre los dias 4 y 12, aproximadamente, se constituye en una glandula
endocrina transitoria que produce grandes cantidades de progesterona (P4),

imprescindible para el mantenimiento de la prefiez en la vaca (16).

+ Positive
feedback

Ovary

Figura 1. El eje reproductivo en los bovinos [Fuente: (16)].

A su vez, de acuerdo a las caracteristicas endocrinas, estructurales, histologicas del
endometrio uterino y conductuales que manifiestan las hembras bovinas, el ciclo estrual
se divide en 4 etapas: 1) metaestro, 2) diestro, 3) proestro y 4) estro. Las dos primeras

estan incluidas en la fase luteal, y la tercera y cuarta en la fase folicular (17).
6.2.1.1 Metaestro

Esta etapa se inicia luego de la ovulacion y concluye en el momento en que hay un cuerpo
luteo funcional bien establecido. Tiene una duracion que puede variar entre 1 y 4 dias.
Corresponde al periodo de transicion entre la predominancia estrogénica del ciclo anterior



y el incremento en las concentraciones de progesterona del ciclo estrual en curso. Durante
esta fase, el CL que se desarrolla desde una estructura inicial denominada cuerpo
hemorragico a otra estructura con gran importancia funcional denominada CL. Este
proceso, asi como la actividad funcional del CL, ocurre bajo influencia de la hormona
luteinizante (LH) producida y liberada desde la glandula hipofisis. Como se indico
anteriormente, el CL se forma a partir del foliculo colapsado luego de la ovulacién, de
manera que las células de la granulosa y de la teca interna del foliculo ovulado
experimentan un proceso de luteinizacion y diferenciacion en células esteroidogénicas
luteas grandes y chicas, respectivamente. Estas células proliferany llenan toda la cavidad
remanente luego de la ovulacion y producen cantidades crecientes de P4 hasta el final del

diestro, cuando ocurre la regresion del cuerpo luteo o lutedlisis (16).

Entre lo evento importantes que suceden en el metaestro esta el surgimiento de la primera
onda folicular (Figura 2). El estradiol y la inhibina disminuyen stbitamente después de la
ovulacion, permitiendo el incremento en las concentraciones de FSH que causan el
reclutamiento de la primera oleada de foliculos que crecen y de los cuales se origina el

foliculo dominante de la primera onda, al inicio del diestro.
6.2.1.2 Diestro

Esta es la etapa més larga del ciclo estral y se caracteriza por la m&xima actividad
funcional del CL, que produce grandes cantidades de P4 (Figura 2). En los animales la
P4 es necesaria para crear las condiciones fisiologicas adecuadas para la implantacion, y
luego de ello, para estimular el desarrollo embrionario, la placentacion y el
mantenimiento de la gestacion. En los bovinos el diestro tiene una duracion de 10 a 12
dias y se extiende aproximadamente desde el dia 4 o 5 del ciclo estral hasta el momento
en que las concentraciones episoddicas crecientes de la prostaglandina F2alfa (PGF2a)
desencadena la lutedlisis o muerte funcional y estructural del CL, aproximadamente entre
los dias 17 y 18 del ciclo estral. Durante esta fase, la P4 alcanza sus maximas
concentraciones y suprime la liberacion de LH debido a que inhibe la secrecion de GnRH
en el hipotalamo y la formacidn de receptores de GnRH en las células gonadotropas de la
hip&fisis (16).



Durante este periodo, la P4 estimula la actividad secretora del endometrio con la finalidad
de iniciar una posible gestacion; adicionalmente, el cérvix se cierra y se reduce la
secrecion de moco cervical y vaginal, el cual adopta una apariencia pegajosa y opaca para

impedir el paso de microorganismos al Utero (16).

Al final del diestro, los estrégenos foliculares han sensibilizado al endometrio para que
forme receptores a oxitocina, y a su vez, la P4 ha subregulado sus propios receptores en
el tejido luteal. Se inicia la secrecion episddica de PGF2a que alcanza niveles tales que
los mecanismos luteoprotectores del CL no pueden contener, inclusive los que ejerce la
misma P4. Debido a ello, la PGF2a desencadena el proceso de regresion del cuerpo lUteo,
que involucra una fase inicial aguda que suprime la capacidad funcional del CL, y otra
mas lenta de destruccion del tejido luteal hasta ser sustituido por tejido fibroso. Sin
embargo, ante la presencia de un embrion en el endometrio, el mecanismo de luteolisis
es evitado por la produccidn de factores luteotropicos como la prostaglandina E2 (PGE?2)

y la disminucidn de la secrecion de PGF2a por el endometrio (16).

Durante esta fase se ocurre el reclutamiento de la segunda onda folicular, cuyo foliculo
dominante no logra alcanzar el estatus ovulatorio, debido a que las elevadas
concentraciones de P4 mantienen suprimida la secrecion pulsatil de LH. Ante esa
circunstancia, de no producirse la lutedlisis durante la fase estrogénicamente activa del
foliculo dominante de la segunda onda, que permitiria que este respondiera al incremento
de la pulsatilidad de la LH en respuesta a la supresién de la P4, se inicia una tercera onda

de crecimiento folicular que producira el foliculo ovulatorio del ciclo estral en curso (17).
6.2.1.3 Proestro

Esta fase comienza cuando ocurre la regresion del cuerpo ldteo, y tiene una duracion de
2 a 3 dias (dias 18 - 21). Durante este periodo las concentraciones de progesterona
disminuyen, y en consecuencia el bloque de esta hormona en el hipotdlamo e hipoéfisis
desaparece, y la LH aumenta la frecuencia y la amplitud de los pulsos. En respuesta a ello
aumenta la produccion de estradiol por el o los foliculos que comenzaron su desarrollo
durante el diestro. Uno de ellos, el que esta morfologica y funcionalmente mejor
capacitado responde a la LH produciendo més estradiol y se convierte en un foliculo

preovulatorio. La duracion del proestro esta determinada por el grado de desarrollo en el
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que se encuentre el o los foliculos inmediatamente luego de la lutedlisis. El final de esta

etapa coincide con el inicio de la receptibilidad sexual (16).

En esta fase, la creciente produccion de estrgenos folicular inicia la preparacion del
aparato reproductivo para el apareamiento. El Utero se aprecia agrandado y edematoso, y
las glandulas endometriales aumentan de tamafio, por lo cual se dice que entran en una
fase proliferativa (17).

6.2.1.4 Estro

El estro es la etapa de receptividad sexual o calor, cuando la hembra busca activamente
al macho, acepta la monta y el apareamiento. En el ovario el o los foliculos en desarrollo
alcanzan su madurez y tamafio ovulatorio, produciendo las maximas concentraciones de
estradiol (E2), debido al mecanismo de retroalimentacion positiva entre este esteroide
gonadal y la LH, de modo que se produce la descarga ovulatoria de LH/FSH (hormona
foliculo estimulante), responsable de desencadenar la ovulacion. En los bovinos la
ovulacion toma lugar en el metaestro del ciclo estrual subsiguiente (Figura 2) (16).

Los estrogenos son los responsables de inducir la conducta sexual. Sus signos mas
caracteristicos son: inquietud, aumento de la locomocion, vocalizaciones e inapetencia;
sin embargo, el que es considerado como definitivo es la inmovilidad frente al macho

para aceptar la copula (17).

El estradiol también produce cambios fisioldgicos en el aparato reproductivo que tienen
la finalidad de atraer al macho, estimulando la copulay la posterior fertilizacion, una vez
que curre la monta. EI endometrio aumenta la sintesis de proteinas produciéndose una
secrecion abundante que ayudara a la capacitacion espermatica. Hay secrecion de moco
cervical y vaginal con apariencia liquida y cristalina, y se aprecia la apertura del cérvix.
Durante esta etapa suceden contracciones de Utero y oviducto con la finalidad de

favorecer el transporte de los gametos para la fertilizacion (17).
6.3 Dinamica folicular

Los foliculos son entidades ovaricas en cuyo interior se aloja el gameto femenino u

ovocito, y que de acuerdo de su grado de desarrollo esta conformado por varias
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poblaciones de células. De modo que el primer estadio folicular es el primordial, que es
seguido del primario, secundario, preantral y el antral. EI desarrollo folicular ocurre en
dos etapas: la inicial es independiente de las estimulo gonadotrépico y comprende el
crecimiento de foliculos desde los primeros estadios de desarrollo hasta que alcanza 3-4
mm de diametro. La siguiente comprende el desarrollo de foliculos a partir de 3-4 mm de
didmetro hasta aquellos que alcanzan el estadio ovulatorio, y es regulada por las
gonadotropinas. Esta Ultima etapa se presenta en forma de oleadas de desarrollo folicular,

que ocurre en tres fases (18): reclutamiento, seleccién y dominancia folicular.
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Figura 2. Modelo de crecimiento folicular en la vaca [Fuente: (16)].

6.3.1 Reclutamiento

El reclutamiento folicular es el evento a través del cual un grupo o cohorte de foliculos
comienzan a crecer en respuesta al estimulo de la FSH. Dependiendo del momento del
ciclo estrual en que ocurre la lute6lisis y del estado de desarrollo en que se encuentra el
foliculo o los foliculos de la segunda onda, el ciclo estrual tendrd dos o tres eventos de
reclutamiento folicular (19).

6.3.2 Seleccion

Es el proceso por el cual el foliculo funcionalmente mejor dotado para crecer en un medio
con bajos niveles de gonadotropinas (principalmente FSH), crece a un ritmo mayor que

los demas foliculos de su cohorte, evitando la atresia o regresion folicular, y tiene la
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posibilidad de alcanzar el estadio ovulatorio si recibe un estimulo gonadotrépico
adecuado (19). La circunstancia endocrina anterior ocurre luego que la concentracién de
P4 disminuye abruptamente durante las primeras horas de la lutedlisis, y desaparece el
bloqueo que esta hormona ejerce sobre el eje hipotalamico-hipofisiario, y se reestablece
el patron de secrecion de la LH compatible con la maduracion final del foliculo dominante
y la ovulacién. Dependiendo del estatus funcional de los foliculos presentes en los ovarios
cuando disminuye la concentracion de P4 durante la regresion luteal, sera el foliculo
dominante de la segunda o tercera onda folicular el que alcance la ovulacion, una vez

iniciado el metaestro del ciclo estral siguiente (Figura 2) (16).
6.3.3 Dominancia folicular

La dominancia folicular sucede cuando el foliculo ovérico es capaz de crecer a un ritmo
mayor de los demas foliculos de su cohorte y alcanza un diametro aproximado de 10 mm.
Este evento es sefial de que este foliculo escapo a la atresia, es de mayor tamafio que los
demas, y secreta cantidades importantes de E2 e inhibina (16). Estas dos hormonas
producidas por el foliculo dominante suprimen el reclutamiento de una nueva onda
folicular e inhibe el crecimiento de los demés foliculos de su cohorte. Cuando el foliculo
dominante encuentra el estimulo hormonal adecuado (bajos niveles de P4 y alta
frecuencia de pulsos de LH), es capaz de ovular. Sin embargo, cuando el foliculo
dominante llega a la fase de dominancia durante el diestro, periodo en que existen altos
niveles de P4, y por lo tanto la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH no es la adecuada
para estimular el crecimiento y maduracion folicular y la ovulacion, el foliculo dominante
entra en una fase estatica en la que no crece y se atresia poco después (16). Como
consecuencia, las concentraciones de E2 e inhibina decrecen a niveles basales, el efecto
supresor que estas hormonas ejercen sobre la FSH disminuye o desaparece, y un nuevo
aumento transitorio de FSH estimula la emergencia de una nueva cohorte de foliculos, de

la cual se originara el préximo foliculo dominante (19).
6.4 Biotecnologias reproductivas en los bovinos

La biotecnologia es la aplicacion de tecnologias a los sistemas bioldgicos u organismos
vivos para obtener o modificar productos o procesos que benefician al ser humano.

Cuando estas se aplican en la reproduccion se convierte en herramientas por medio de las
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cuales se puede aumentar la eficiencia reproductiva y la calidad genética de los animales,

pudiéndose cumplir con los principios del uso eficiente y racional de los recursos (4).

Las biotecnologias reproductivas son numerosas y han ido surgiendo y desarrollandose
progresivamente a lo largo del tiempo. La primera de estas biotécnicas es la inseminacion
artificial (1A) que, sin lugar a dudas, ha sido la que mas beneficios ha producido en la
ganaderia bovina mundial (4). Sin embargo, aunque esta técnica permite la difusion
masiva del material genético de los sementales bovinos, no es posible obtener méas de una
cria al afio de las vacas con alto mérito genético. Asi, tratando de maximizar la genética
de las hembras se desarroll6 la técnica de maltiple ovulacion y transferencia de embriones
[conocida internacionalmente como MOET; (20)]. Esta técnica requiere que las vacas de
alto mérito genético sean sometidas a tratamientos hormonales de estimulacion ovérica
con el fin de producir el crecimiento y la ovulacion de numerosos foliculos. Luego estas
son inseminadas con semen de toros de alto valor genético y los embriones resultantes
recolectados del Utero, y colocados en el Utero de vacas o vaquillas receptoras, mediante
la técnica de 1A (en este caso no se deposita semen en el Gtero, sino un embrién en el

cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo) (5).

El control hormonal del ciclo estrual de los bovinos es otra biotecnologia desarrollada
para mejorar de la eficiencia reproductiva de los rebafios que, combinada con otras
biotécnicas reproductivas, como la IA a tiempo fijo (IATF), la MOET, fecundacién in
vitro (FIV), la aspiracion folicular guiada por ultrasonido (ovum pick-up u OPU) y la
criopreservacion de gametos y embriones ha sido fundamental en la mejora genética de

los rebafios bovinos a nivel mundial (Figura 3) (4).
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Figura 3. Desarrollo generacional de las biotecnologias reproductivas. [Fuente:
Modificado de (4)].

Poco afios después surgid la FIV, biotecnologia reproductiva que consiste en madurar
artificamente los ovocitos obtenidos postmortem o in vivo en un medio de especializado
de maduracién, para luego ser puestos en un medio de fecundacion junto con
espermatozoides, y los presuntos cigotos cultivados en condiciones controladas de
temperatura, humedad, nitrégeno y CO> (21). Al final de este periodo muchos de los
embriones habran alcanzado el estadio de blastocistos, y podran ser transferidos o
criopreservados. Todas estas etapas se llevan a cabo en un laboratorio especializado
dotado de numerosos equipos, instrumentos e iINSUMOS necesarios para cumplir con estos

procesos (21).

Posteriormente, el desarrollo de la OPU posibilitd, de una forma bastante préactica, la
obtencion de ovocitos de vacas vivas (22), con lo cual la diseminacion del germoplasma
de vacas de alto valor genético se increment6 enormemente, sin la necesidad de someter
a estas hembras a tratamientos hormonales frecuentes. Asimismo, otra biotecnologia
desarrollada y usada ampliamente en los bovinos y otras especies de interés productivo,
la criopreservacion, he permitido conservar grandes cantidades de embriones y gametos
de animales genéticamente superiores (23), asi como también de animales de especies en

riesgo de extincion (24).
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6.5 Multiovulacion y transferencia de embriones

La multiovulacion o superovulacion y la transferencia embrionaria son dos biotécnicas
reproductivas ampliamente usadas en los bovinos, que han hecho grandes contribuciones
a la industria lechera y carnica mundial (12). La primera tiene como proposito estimular
la ovulacién de numerosos foliculos y la produccion de numerosos embriones, en
respuesta a la aplicacion de hormonas gonadotropicas. Generalmente este procedimiento
se realiza en vacas donadoras de embriones con alto merito genético y excelente
desempefio reproductivo (5). Mediante la segunda biotécnica, los embriones resultantes,
luego de una IA atiempo fijo 0 a celo detectado, son recuperados mediante el método de
lavado uterino, inmediatamente evaluados al microscopio, y los de mejor calidad
transferidos a hembras receptoras (vaquillas o vacas), las cuales deben estar en el mismo
dia del ciclo estral que las vacas donadoras, generalmente en el dia 7 del ciclo (5). Esto
garantiza que haya una sincronia entre el desarrollo embrionario y las condiciones

microambientales del Gtero receptor al momento de transferirse el embridn.

Los programas MOET comenzaron a aplicarse con gran intensidad a inicios de la decada
de 1970 en paises como USA, Canada y en Europa. Su auge fue tal que a mediados de
esa decada se fundo la Sociedad Internacional de Tecnologia Embrionaria (International
Embryo Technology Society; IETS) (25), cuyo propoésito fue reglamentar el uso y
difundir los logros de la aplicacién de estas biotecnologias a nivel mundial. La posibilidad
de mejoramiento genético, de controlar la diseminacion de enfermedades, y de
comercializar embriones entre paises garantizo la aplicacion exitosa de estas

biotecnologias por varias décadas (26).

En Ecuador lo programas MOET comenzaron en el afio de 1981, primero con numerosas
conferencias en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Central del Ecuador. Luego en el afio de 1985 se realizaron transferencias con embriones
frescos en ganado vacuno y empezaron a nacer los primeros terneros con este trabajo. En
1987 nacieron en Ecuador dos terneros como resultado de la transferencia de embriones

congelados.
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6.5.1 Protocolos de superovulacion

La superovulacion consiste en la estimulacion ovarica mediante la aplicacion de
gonadotropinas, las cuales estimulan el crecimiento y ovulacion de numerosos foliculos
en un rango muy corto de tiempo (27). Los primeros protocolos de superovulacién
consistieron en administrar parenteralmente la hormona gonadotropina coriénica equina
(eCG) en el periodo de transicion entre las fases luteal y folicular, aproximadamente en
el dia 16 del ciclo estral (Bo & Mapletoft, 2014). La incorporacién de la PGF2a en los
protocolos de multiovulacion hizo posible comenzar el tratamiento de estimulacion
ovarica en cualquier momento del ciclo estrual (7), comprobandose mejores resultados

cuando la eCG se aplicaba entre los dias 8 y 12 del ciclo estrual (28).

Posteriormente, los extractos de glandula hipofisiaria que contenian FSH y LH, pero
proporcionalmente mas de la primera gonadotropina que de la segunda, mostraron
mejores resultados que la aplicacion de eCG (29). A diferencia de la eCG que tiene una
vida media mas larga (hasta 10 dias) y solo es necesario aplicar una sola dosis, la FSH de
los extractos purificados de hipofisis tiene una actividad bioldgica menor a 5 horas, por
lo cual es necesario administrar dos dosis diarias de hormona para lograr una respuesta
superovulatoria efectiva (30). Normalmente se aplican dos dosis diarias de FSH por
cuatro dias, que decrecen cada dia. La utilizacion de este protocolo en diferentes
productos comerciales ha resultado satisfactoria para superovular vacas y novillas
lecheras (31).

La combinacidn de extractos purificados de gonadotropinas con compuestos retardantes
(por ejemplo, hyaluronan), es decir, con sustancia biodegradables inocuas para los tejidos,
que permite la liberacion lenta de la hormona, y por lo tanto, la aplicacién de una sola
dosis (intramuscular o subcutanea) de FSH, ha mostrado resultados satisfactorios (8).
Aunque estos resultados no fueron mejores que los obtenidos con dosis decrecientes de
FSH, simplifica el manejo de las donadoras y reduce el estrés causante de respuestas
superovulatorias deficientes (8). En afios recientes, la administracion epidural de una sola
dosis de FSH resulté en un desarrollo folicular comparable y una coleccion similar de
blastocistos que el protocolo superovulatorio tradicional (9), lo cual también constituye

una alternativa para simplificar el manejo y causar menos estrés en las vacas donadoras.
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Generalmente los tratamientos de superovulacion se combinan con protocolos de
sincronizacién del celo y la ovulacion, con el fin de estimular la emergencia de un pool
de foliculos que creceran a un ritmo similar, y para tener la posibilidad de inseminar las
vacas donantes en un momento determinado sin necesidad de detectar el celo, es decir
aplicar la IATF (Figura 4) (32).
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Figura 4. Esquema del protocolo de superovulacién P-36 [Fuente: Modificado de (32)].

6.6 Produccién in vitro de embriones

La produccion in vitro de embriones (PIVE) bovinos es una biotecnologia que consiste
en la produccion de embriones transferibles en condiciones in vitro, es decir en un
laboratorio, a partir de ovocitos recolectados de ovarios postmortem (generalmente de un
matadero) o de animales vivos (vacas donadoras), esta Ultima a través de la aspiracion
folicular guiada por ultrasonido (33). Una vez en el laboratorio, la técnica implica el uso
de diferentes equipos (incubadoras, camaras de flujo laminar, centrifuga, etc.),
instrumentos (micropipetas de precision, pH-metro, osmdmetro, microscopio), reactivos
(sustancias quimicas, hormonas, etc.) e insumos (material descartable, de vidrio, etc.), asi
como también de un protocolo estandarizado de PIVE (21). La PIVE se lleva a cabo en
tres etapas consecutivas: maduracion (MIV) y fecundacion in vitro (FIV) de ovocitos y
cultivo in vitro (CIV) de embriones (21). Estos aspectos serdn descritos con detalle en las

siguientes paginas.

Durante los Gltimos 15 afios la PIVE ha ido cobrando importancia con respecto al sistema
MOET (12), de manera que del total de embriones trasferibles colectados o producidos
en el mundo (n=1.487.343) en el afio 2017, 33,3% fueron embriones producidos por
MOET (n=495.054) y 66,7% fueron producidos por PIVE (n=992.289) (13). Aunque los

porcentajes de prefiez son algo menores en la PIVE que en MOET, la cantidad de prefieces
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que se pueden logar por vaca donadora durante un periodo de tiempo determinado es

mayor en la primera que en la segunda.

6.6.1 Maduracién in vitro

Para la MIV se colectan los complejos ovocitos-células del cumulo (el ovocito rodeado
de una masa compacta de células del cimulo o6foro) (COCs) de los ovarios (postmortem
0 in vivo), y se cultivan en un medio especializado con una composicion de sustancias
similar a las encontradas en el fluido oviductal (34). Luego de estar 24 horas en una
incubadora a 38.5 °C, 5% CO> en aire y una humedad de saturacion (35), se completa la
maduracion nuclear, durante la cual el ovocito avanza del estadio de profase de la meiosis
| al de metafase Il de la segunda division meiotica (21). Asimismo, los ovocitos
experimentan un proceso de maduracion citoplasméatica que consiste en el
almacenamiento de lipidos, distribucion de mitocondrias y ribosomas, reduccién de
aparatos de Golgi y migracion de los granulos corticales (36). Otro hecho importante es
que las células del cimulo que rodeaban firmemente al ovocito antes de la maduracién,
debido a que estaban fuertemente unidas entre ellas y al ovocito, luego de la maduracién
sus uniones se hacen laxas y las células de cumulo se observan mas separadas, y en

general el cumulo o6foro més expandido.

6.6.2 Fecundacion in vitro

En la siguiente etapa los COCs son coincubados con espermatozoides en otro medio
especializado, el medio de fecundacion, por un periodo entre 18 y 24 horas en un ambiente
a 38.5°C, con un 5% CO2 en aire y humedad de saturacion (34). No obstante, antes de
inseminar las gotas de medio de fecundacion donde estan los COCs, los espermatozoides
deben ser capacitados y sometidos a un procedimiento de seleccion, con la finalidad de
obtener espermatozoides libres de plasma seminal y de restos de diluyente, y con una
motilidad lineal progresiva no inferior a 70% (37). Aunque se han usado mayormente dos
métodos para seleccionar los espermios, tales como como el swim up y gradiente de
percoll (37), en la actualidad existen productos comerciales como el Bovipure® y
Puresperm® que ha demostrado ser muy efectivos (35). Si bien hay disponibles varias

sustancias para inducir la capacitacion espermatica, la heparina es ampliamente usada en
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los laboratorios comerciales de fecundacién in vitro (FIV) por su potente efecto inductor

de la capacitacion (34).
6.6.3 Cultivo in vitro

Luego del periodo de FIV, los presuntos cigotos son transferidos a un medio de cultivo
de embriones en el que permanecen durante 6 dias consecutivos. Este medio es un poco
més complejo que los anteriores y su composicion es muy similar a la del fluido uterino
(34). Durante este periodo ocurre el desarrollo embrionario temprano desde el estadio de
cigoto al de blastocisto, a través de un proceso de segmentacion o clivaje. Cada célula del
embrion se denomina blastomera y su tamafio disminuye conforme avanza la divisién
celular, sin afectar el tamafio del embrion hasta el estadio de blastocisto. Durante los
primeros dias, el desarrollo embrionario esta regulado por ARN mensajeros de origen
materno y por proteinas producidas y almacenadas durante el desarrollo folicular (38).
Sin embargo, el embridn comienza a sintetizar sus propios transcritos y proteinas luego
que ocurre la activacion del genoma embrionario, en un estadio embrionario entre 8 y 16

blastomeras (38).

En la medida que avanza el proceso de segmentacion, las blastdbmeras ubicadas en la
periferia del embrion se aplanan y comienzan a producir proteinas asociadas a uniones
intercelulares mas cercanas, que causa que las blastomeras estén mas estrechamente
unidas entre si, particularmente en el estadio de mérula (embrion de 16 a 32 células)
compacta (39). Las células de la periferia desarrollan uniones estrechas y oclusivas (tight
junctions) que reducen la permeabilidad de fluidos y en un estadio posterior formaran el
trofoblasto. Las células del interior del embrion forman uniones gap (gap junctions) que
maximizan la comunicacion intercelular, y posteriormente formaran la masa celular
interna (39). A partir de este momento, las blastomeras comienzan a producir fluido que
se deposita en el interior del embrion formando una cavidad denominada blastocele, y
dos poblaciones de células bien diferenciadas: 1) una capa envolvente de células o
trofoblasto del cual se origina el corion y el amnios de la placenta, y un conglomerado de
células en uno de los polos que se conoce como masa celular interna, y de la cual se deriva
el embrion propiamente dicho. Es ultimo estadio embrionario se denomina blastocisto, y
es durante el cual los embriones son transferidos a hembras receptoras (39).
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ElI CIV es la fase més larga y critica del todo el proceso de PIVE, ya que, aunque un alto
porcentaje de ovocitos maduran y clivan después de la fecundacion, solo entre 20 y 40%
de embriones alcanzan el estadio de blastocistos (40). En el dia 7 posterior a la FIV, o
sexto dia de cultivo, los embriones son evaluados en un microscopio con el fin de
establecer su grado desarrollo, y de acuerdo a ello se categorizan en morulas, blastocistos
tempranos, blastocistos regulares, blastocistos expandidos y blastocistos protruidos (41).
Unicamente los blastocistos de grado 1y 2 son transferidos a vacas receptoras.

Figura 5. Blastocistos en diferentes estadios de desarrollo: 1: blastocisto temprano; 2:
blastocisto regular; 3: blastocisto expandido; 4: blastocisto en proceso eclosion de la zona
pelucida; 5: blastocisto eclosionado o libre de la zona pelucida. [Fuente: (37)].

6.7 Seleccion de hembras donantes y receptoras
6.7.1 Donantes

Independientemente de si se trata de vacas donadoras de embriones in vivo (por MOET)
0 de ovocitos para PIVE, la seleccion de vacas donadoras es un evento importante. La
principal motivacién para que una vaca sea candidata para donadora de embriones u
ovocitos es que sea un ejemplar elite de la finca (5). La estrategia es usar vacas
genéticamente superiores para que los genes relacionados con su capacidad productiva,
desempefio reproductivo, longevidad, resistencia a enfermedades etc., se trasmitan a la
descendencia y contribuyan a mejorar el desempefio de la siguiente generacion del rebafio
(42).
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El desarrollo de la tecnologia gendmica ha permitido identificar la identificacion de los
bovinos genéticamente superiores a los pocos dias de nacidos, asi como también descartar
los animales que, aunque sean de alto valor econémico, portan en su genotipo genes
relacionados con enfermedades genéticas trasmisibles a la descendencia. La tecnologia
genomica, por lo tanto, posibilita el progreso genético mas rapido de los rebafios bovinos
(43).

Segun (44) los criterios generales para seleccion de las donantes son los siguientes:
o Ciclos estrales regulares y que hayan alcanzado la pubertad a temprana edad.
o Servicios por concepcion <2 en su historial reproductivo.

o Comportamiento individual superior en las caracteristicas de importancia

economica.

o Crias superiores a la media del establecimiento, especialmente comparando con

sus medios hermanos.
o No haber tenido problemas al parto o irregularidades reproductivas.
o Ningun defecto genético o deformacion detectable.
o Edad entre 3y 10 afios.
o Historial de buena respuesta superovulatoria en programas anteriores.
o Buena condicion corporal
6.7.2 Receptoras

La seleccion de las hembras receptoras es de suma importancia para garantizar el éxito
de un programa MOET o de FIV. Los embriones obtenidos por cualquiera de los métodos
indicados anteriormente serén transferidos al Utero de estas estas hembras, donde se
desarrollan a lo largo de la gestacion. El éxito de un programa MOET o PIVE es el

nacimiento de tantas crias sanas como sea posible.
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Las receptoras deben ser hembras reproductivamente sanas, ser capaces de llevar la
gestacion a término, poseer un tamafio que les permita parir sin grandes dificultades y
tener buena capacidad lechera para alimentar al ternero de manera que este pueda expresar

su potencial genético (42).

Los aspectos mas relevantes relacionados con las receptoras que pueden afectar el
resultado final en un programa de transferencia embrionaria. Entre estos factores figuran:
la raza, estado nutricional, empleo reiterado, calidad del cuerpo lateo y nivel de
progesterona, sincronizacion de la fase del ciclo estral con respecto a la donante y al
desarrollo del embridén (42). Las receptoras deben ser sometidas a un tratamiento
hormonal para sincronizar la ovulacion con el fin de que estén en el mismo dia del ciclo
estral que las vacas donadoras. Estos protocolos hormonales pueden variar en las
hormonas usadas y momentos de aplicacion, pero todos persiguen el propdsito de

sincronizar el celo y la ovulacion (Figura 6).
6.8 Factores que afectan la prefiez en programas de transferencia de embriones

Irrespectivamente de si se trata de transferencias de embriones in vivo o in vitro, son
varios los factores que pueden influenciar la tasa de prefiez de las hembras receptoras
(45). Oyuela y Jiménez (45), describen factores extrinsecos, como los ambientales, de
manejo, administrativos y nutricionales (11, 46); los inherentes la donadora de embriones
u ovocitos, como el didmetro del cuerpo lateo y su capacidad para producir P4, la calidad
del ovocito, la calidad del embrion y su estadio de desarrollo. También deben considerarse

en esta categoria el grupo genético y la edad de la donadora (42, 47).

Asimismo, las hembras receptoras y el procedimiento de transferencia son determinantes
del éxito de la tasa de prefiez en programas MOET y PIVE. Entre los factores relacionados
con la receptora se encuentran la edad, el estado nutricional, la raza, la época del afio, asi
como también el lugar de deposicion del embrion en el Utero, y el grado de dificultad para

completar la transferencia.
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Figura 6. Protocolo de sincronizacion de la ovulacién en vacas receptoras de embriones.
[Fuente: (32)].

Evaluacién de embriones

La observacion y clasificacion de los embriones a ser transferidos es una fase critica del
proceso de MOET y PIVE. Este procedimiento se realizar con un estereoscopio para
poder apreciar las caracteristicas que permiten categorizar los embriones, dependiendo de
su estadio de desarrollo, asi como también valorar su calidad (48).

El manual de la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria describe los
siguientes estadios de desarrollo embrionario (41), que sirve para la categorizacion de
embriones producidos por ambas biotecnologias (48).

6.8.1 Morula

Se asemeja a una mora. Las blastomeras son dificiles de distinguir unas de otras. La masa
de células (embri6n) ocupa casi todo el espacio perivitelino (edad estimada de 5 dias).

6.8.2 Morula compacta

Los blastomeros son unidad y constituyen una masa compacta que ocupa el 60-70% del

espacio perivitelino
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Figura 7. Mérula compacta [Fuente: (37)].

Segun Palma (37), se caracteriza por el comienzo del transporte de fluido en las células
trofoectodérmicas y por la formacién de una cavidad (blastocele) en el interior del

embrién, dando la apariencia de un anillo.

Figura 8. Blastocisto temprano [Fuente: (37)].
6.8.3 Blastocitos regulares

En este estadio existe una marcada diferenciacion entre las células del trofoblasto, que
constituyen una pared que se adosa a la zona pelicida y la masa celular interna (o disco

embrionario) mas oscura (37).

Figura 9. Blastocistos regulares [Fuente: (37)].
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6.8.4 Blastocitos Expandido

El didmetro del embrion aumenta considerablemente en este estadio, lo que causa
adelgazamiento de la zona pelicida a un tercio de su espesor original. La presion se
incrementa en el interior del blastocisto y provoca la ruptura de la zona pellcida, a través
de la cual ocurre la protrusion del embrion (37).

Figura 10. Blastocistos expandidos [Fuente: (37)].
6.8.5 Blastocito Eclosionado

El embrion se encuentra en el exterior de la zona pelucida. Luego el blastocisto
experimenta una expansion.

Figura 11. Blastocisto eclosionado [Fuente: Palma (37)]



26

6.9 Calidad del embrion

Asimismo, el manual de la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria describe

las siguientes clasificaciones de acuerdo a la calidad de los embriones (41):
o Calidad 1

Excelente o buena. La masa celular interna es simétrica y esférica, con blastomeras bien
definidas y uniformes en el tamarfio, color y densidad. El desarrollo del embrion es
consistente con la fase del desarrollo esperada. Al menos el 85% del material debe
permanecer intacto dentro de la masa embrionaria. La zona pellcida es lisa y no tiene

ninguna irregularidad en su superficie (48).
o Calidad 2

Regular. Tiene irregularidades moderadas en la forma de la masa celular o en el tamafio,
color y densidad de las blastomeras. Para considerar un embrion de calidad 2, al menos
el 50% del conglomerado celular debe permanecer intacto dentro de la masa embrionaria
(48).

o Calidad 3

Malo. Presenta irregularidades considerables en la forma de la masa embrionaria o en el
tamafio, color y densidad de las blastomeras. En este caso, al menos el 25% del material

celular debe permanecer intacto dentro de la masa celular embrionaria (48).
o Calidad 4

Muertos, son embriones deformes, degenerados o con atraso en el desarrollo, asi como

también y 6vulos no fecundados (48).
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7 METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Area de investigacion

Esta investigacion se llevo a cabo en la finca los Leones ubicada en la parroquia San
Isidro, cantdn Macas de la provincia Morona Santiago (Figura 13). El sector donde se
localiza la finca abarca una superficie 53,3 km?, se encuentra a una altitud de 1030 msnm,
y en la siguiente ubicacion geografica: longitud -78,11135 y latitud -2,30868. En el area

predomina una temperatura media de 19°C y una humedad relativa de 86%.

San Isidro

Figura 13. Area geografica donde se ubica la finca los Leones [Fuente: (49)].

7.2 Materiales utilizados en la investigacion

En la investigacion se usaron numerosos recursos humanos, materiales, biolégicos,

instrumentos, equipos y material descartable, los cuales se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Materiales utilizados durante la investigacion

Tipo de recurso material utilizado

Material de oficina ~ Materiales para observar y Materiales para
seleccionar embriones transferencia

Papel bond Estereoscopio con Pajuelas de 0,25 cc
objetivos 10x — 20x estériles para envasado

Boligrafo
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Libreta de campo 1 pipeta de 10 micro litros  Catéter 1.M.V. para

Flash memory para manipulacion  de transferencia de
embriones embriones
Impresora . . ;
cD Micro pipetas Protectores Chemisse
nternet Placas petri dish small de 18 pulgadas
nterne i 1
Transformador de energia Lidocainaal 2%
Laptop 210w 1 jeringa de 5ml
Copias Placas petri dish integrity Agujasde 18 Gx 17
Cémara cuadriculadas de 100 X 15 5,antes ginecoldgicos
mm x 4
Placas petri dish multi web
bowl

Jeringas de 5 cc con
embolo plastico x 2

Guantes de manejo

7.3 Vacas donadoras

Se utilizaron 6 vacas de raza Charolesa, 3 como donadoras de embriones in vivo, y 3
como donadoras de ovocitos. Estas vacas se manejaban a pastoreo en potreros de pasto
gramalote (Axonopus scoparius) y tenian una condicién corporal > 3.5. 5). Estaban
clinicamente sanas y bajo un programa sanitario preventivo contra las principales
enfermedades bacterianas, virales y parasitarias que afectan el ganado bovino de la
region. Antes de iniciar el programa se sometieron a una desparasitacién con Ivermec-JB
(James Brown Pharma; Quito, Ecuador) y se les administré 20 ml de Catosal B12
(Equaquimica; Guayaquil, Ecuador) y 20 mL de un reconstituyente (Energimax; Innova
Andina S.A., Ecuador).

7.3.1 Seleccion de vacas donadoras

Se seleccionaron 3 vacas donadoras para producir embriones in vivo y 3 donadoras de
ovocitos para producir los embriones in vitro, en ambos casos de raza Charolesa de la
finca los Leones. La seleccién de estas hembras se baso en los siguientes aspectos: 1)
mérito genético, 2) superioridad productiva en relacion al promedio de la finca, 3)
defectos genéticos o de conformacion detectables, 4) historial de excelente eficiencia
reproductiva y sin antecedentes reproductivos como abortos, retencion placentaria o

metritis, 5) excelente condicion corporal y plan de alimentacion adecuado
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(suplementacién mineral, vitaminas, etc.), 6) no haber estado en situaciones de estrés en

las Gltimas semanas previas al inicio del programa.

7.3.2 Superovulacion y produccion de embriones in vivo

Las vacas se sometieron a un protocolo de sincronizacion del celo y ovulacién, y de

estimulacion ovarica basado en la aplicacion de dosis decrecientes de FSH por 4 dias

consecutivos. Para ello, las vacas fueron inmovilizadas y se les administraron las

diferentes hormonas en la secuencia indiada en la Tabla 2.

Tabla 2. Protocolo de superovulacion y sincronizacién de la ovulacion en vacas donadora
de embriones in vivo en la finca los Leones

Fecha Hora Procedimiento
13-12-20  6:00 Insercion del dispositivo intravaginal (CIDR; Zoetis AR; Argentina; 1.38 gr de
P4) + 5 mg de benzoato de estradiol (Grafoledn NF; Lab. Life, Quito, Ecuador)
+ 100 mg de progesterona (Gestavec 25, Lab. Vecol, Colombia)
17-12-20  18:00 40 mg de FSH (Folltropin-V, Lab. Vetoquinol, Francia)
18-12-20  6:00 40 mg de FSH
18:00 30 mg de FSH
19-12-20 6:00 30 mg de FSH
18:00 20 mg de FSH
20-12-20 6:00 20 mg de FSH + 25 mg de PGF2a (Lutalyse; Zoetis AR; Argentina; 5 mg/mL)
18:00 10 mg de FSH + 25 mg de PGF2a (Lutalyse)
21-12-20 6:00 10 mg de FSH + retiro del implante
Noche  Deteccion y registro de la hora del celo
22-12-20 IA con semen sexado a las 12 horas posteriores a la deteccion del celo + 0.25 mg
de GnRH (Fertagyl; MSD Salud Animal; Ecuador; 0.1 mg/mL de Gonadorelina).
Segunda IA alas 10 horas mas tarde
29-12-20 6:00 Lavado uterino para recuperacién de embriones. Evaluacion y seleccién de

blastocistos para transferencia

7.4 Colecta de embriones in vivo

Los embriones se colectaron en el dia 7 luego de la IA. Las vacas donadoras se

inmovilizaron en un brete, se les aplico una dosis de Lidocaina al 2%, se removié la
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ampolla rectal de materia fecal, se lavd la zona vulvar y perineal, y se palparon los ovarios
por via transrectal para cuantificar el nimero de cuerpos lateos. Luego se introdujo en el
Gtero un catéter tipo Foley de dos vias por via transcervical, con un balon de 30 cc
(Agtech, USA), cuyo extremo se fijé 3 a 5 cm delante de la bifurcacion de los cuernos
uterinos. Inmediatamente se realiz0 la recuperacidon de embriones mediante el método no
quirargico basado en un circuito cerrado con flujo discontinuo (50). La sonda estaba
conectada a un filtro de coleccion donde los embriones fueron retenidos. Se lavaron los
filtros con medio de mantenimiento y se depositd el contenido en placas de busqueda,
para la identificacion y seleccion de embriones, que se baso en las recomendaciones de
la IETS. Los embriones fueron envasados en pajillas de 1A de 0.25 ml pare ser

transferidos a vacas receptoras.

7.5 Aspiracion de ovocitos

Para este procedimiento se practicé OPU, que se realizo en un brete, luego que las vacas
donadoras fueron inyectadas con una dosis de anestésico epidural (clorhidrato de
lidocaina al 2%; Lavetec Cia. Ltda., Ecuador). Fueron removidas las heces de la ampolla
rectal, y el area vulvar lavada con agua limpia. El procedimiento de OPU se realizé con
un ecografo portatil (Mindray DP-20, China) provisto de un transductor convexo de 5
MHz. Ademas del transductor, la guia de aspiracion contenia una aguja de 18G x 75 mm
que estaba conectada a un tubo plastica de 1 mm de diametro y 2 m de longitud, y a una
bomba de vacio (WTA BV 003D ®, Cravinhos, Brasil) regulada a 90 mmHg. A través
de esta tuberia el liquido folicular era conducido a un tubo conico estéril de 50 mL con
una solucion buffer fosfato salino (PBS, Sigma, P-4417) atemperada a 38.5 °C, y
suplementada con 1% de suero fetal bovino y 10 Ul/ml de heparina.

Una vez culminada la OPU de cada vaca, el tubo con el liquido folicular fue llevado a un
ambiente cerrado y limpio, donde el contenido fue filtrado y lavado con PBS, y luego
vertido en cajas de Petri plasticas de 100 mm para la basqueda e identificacion de los
COCs bajo un microscopio estereoscopio (Olympus, SZX10, Tokio, Jap6n). Una vez
lavados tres veces en medio de maduracién suplementado con Hepes, una sustancia que
mantiene el pH en un rango de 7.2 y 7.6, los COCs de cada vaca fueron puestos en un
tubo de vidrio con medio de maduracion (+ Hepes) dentro de un transportador de gametos

y embriones (WTA ®, Cravinhos, Brasil) a una temperatura de 38.5 °C hasta llegar al
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laboratorio FIV. Previamente, los COCs fueron evaluados con un estereoscopio y
seleccionados para la maduracion aquellos con 2 o méas capas compactas de células del

cumulo, citoplasma homogéneo y zona pelucida intacta.
7.6 Produccion in vitro de embriones

Una vez en el laboratorio, los COCs completaron el periodo de maduracion de 24 horas
en el interior de una incubadora de CO2 (Memmert, ICOmed 50; Alemania). Los COCs
madurados in vitro fueron lavados en medio de fecundacion tres veces y trasferidos a
microgotas de medio de fecundacién de 50 uL, que posteriormente fueron inseminadas
con semen sexado de toros Charoles.

Los espermatozoides moviles se seleccionaron mediante centrifugacion (10 min a 600 g)
de semen descongelado en un gradiente de densidad discontinua de Percoll (200 pl de
Percoll al 90 y 45% en un microtubo de 1,5 ml). El sedimento se reconstituy6 en 1 ml de
medio de FIV sin heparina y se centrifug6é a 200 g durante 10 min. Posteriormente, el
sedimento se diluy6 con medio de FIV y se afiadio una alicuota de espermatozoides a las
microgotas de fertilizacion (concentracion final de 2x10° espermatozoides/ml). La
incubacion (Memmert, ICOmed 50; Alemania) de gametos se realiz6 durante 18-20 ha
38,5 °C en una atmdsfera humidificada de CO2 al 5%.

Después de la FIV, los supuestos cigotos se separaron de las células del cumulo
pipeteando suavemente, se lavaron tres veces y se transfirieron a microgotas de medio
CIV, donde se incubaron durante 6 dias a 38,5 °C en una atmosfera humidificada de 5%
CO2, 5% O2y 90% No>. En el dia 7 luego de haberse iniciado la FIV, dia 6 del cultivo, los
embriones fueron evaluados en el estereoscopio y los de calidad 1 envasados en pajillas

de IA de 0.25 mL para ser transferidos en fresco a vacas receptoras pocas horas después.
7.7 Vacas receptoras

Se prepararon 30 vacas mestizas (Bos taurus x Bos indicus) primiparas, clinicamente
sanas, con una condicion corporal > 3 en la escala del 1 al 5, ciclicas y con historial

reproductivo bueno, sin antecedentes de abortos, parto distocico o metritis.
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Al igual que las vacas donadoras, las hembras receptoras se alimentaron a base de pasto
gramalote en los potreros, y previo al inicio del programa de transferencia, fueron
inyectadas con Ivermec-JB, Catosal B12 y Energimax, en voliumenes acordes a su peso.
Asimismo, estas vacas estaban bajo un programa sanitario preventivo similar al descrito

para las vacas donadoras.
7.8 Sincronizacion de receptoras

La necesidad de que estas hembras estén en el mismo dia del ciclo estral que las vacas
donadoras hace necesario que sean sometidas a un protocolo de sincronizacion del celo y
la ovulacion. Esto garantiza que haya sincronia entre el ambiente uterino de la receptora
y el desarrollo del embridn, y con ello, las probabilidades de consecucién de una gestacion
exitosa se incrementan considerablemente. En la Tabla 3 se describe el tratamiento

hormonal aplicado a estas hembras.

Tabla 3. Protocolo de sincronizacion de la ovulacion en vacas receptoras de embriones in
vivo e in vitro en la finca los Leones

Fechas Hora Procedimiento

11-12-20 6:00 Insercion del dispositivo intravaginal (CIDR; Zoetis AR; Argentina; 1.38 gr de
P4) + 5 mg de benzoato de estradiol (Grafole6n NF; Lab. Life, Quito, Ecuador)
+ 100 mg de progesterona (Gestavec 25, Lab. Vecol, Colombia)

20-12-20 6:00 Retiro del dispositivo intravaginal + 25 mg de PGF2a. (Lutalyse; Zoetis AR;
Argentina; 5 mg/mL) + 400 Ul de eCG (Novormon, Zoetis AR; Argentina; 200
ul/mL)

22-12-20 6:00 Deteccidn de celo + 0.25 mg de GnRH (Fertagyl; MSD Salud Animal; Ecuador;
0.1 mg/mL de Gonadorelina)

29-12-20 6:00 Transferencia de embriones + 0.25 mg de GnRH (Fertagyl)

7.9 Transferencia de embriones

Para llevar a cabo este procedimiento las vacas receptoras fueron inmovilizadas en un
brete y se les inyectd una dosis de anestésico epidural (clorhidrato de lidocaina al 2%;
Lavetec Cia. Ltda., Ecuador) para bloquear las contracciones del recto y facilitar el
procedimiento. Inmediatamente, se lavé la zona vulvar y perineal con agua limpia y se
secO con una toalla de papel. Por via transrectal se verifico la presencia de al menos un
cuerpo luteo en los ovarios, y se registrd el lado en que estaba ubicado. Como estas vacas
se encontraban en el dia 7 del ciclo estral, el cuello estaba cerrado, por lo cual un
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veterinario de gran experiencia se encargd de depositar cada embridn en el extremo
anterior del cuerno uterino ipsilateral al cuerpo lGteo, mediante la técnica de IA. El
diagnostico de gestacion se realizé a los 40 dias luego de la transferencia, por un

veterinario experimentado.
7.10 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa estadistico SAS (Statistical Analysis System V
9.3; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA), utilizando procedimientos estadisticos

descriptivos como promedio y desviacién estandar.
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8 ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS

La Tabla 4 muestra los resultados del procedimiento MOET llevado a cabo en la finca los
Leones en vacas de raza Charoles. Se aprecia que hubo una variacién considerable entre
vacas, corroborandose lo que ha sido anteriormente reportado (50). La vaca 3 produjo 4,5
y 2,25 mas ovocitos que las vacas 1 y 2 respectivamente. EI promedio de embriones
producidos por vaca donadora fue de 10 + 7.2. En vacas de leche (Holstein, Pardo Suizo
y Jersey) el nUmero de embriones producidos con dos protocolos de superovulacion a
base de Folltropin y Pluset fue 8.5 y 6.5 respectivamente (51). En otro estudio (15),
también se aplicaron dos protocolos de superovulacion en vacas Holstein, uno que
implicé la sincronizacién de la ovulacion, y otro que se inici6 luego de la deteccién del
celo. Con el primer protocolo se produjeron aproximadamente 2 embriones mas que con
el segundo (8.7 £ 1.8 y 6.5 £ 2.0 respectivamente) (15). En los dos estudios anteriores en
vacas lecheras se produjeron menos embriones que en el estudio presente, probablemente

de debido a que superovularon vacas de grupos raciales diferentes.

Tabla 4. NUmero de embriones in vivo obtenidos por vaca donadora y numero de prefieces
en vacas receptoras en la finca los Leones

Donadora Nro. de embriones grado 1 Nro. de prefieces
Vaca 1 4 2
Vaca 2 8 5
Vaca 3 18 9
TOTAL 30 16

El promedio general de prefiez fue 53,1 = 7,2%, es decir, se prefiaron 16 de 30 vacas
receptoras. De los embriones de calidad 1 producidos por la vaca donadora 2, el 62,5%
de ellos iniciaron una gestacion exitosa, mientras que en las vacas 1 y 3, solo el 50% de

ellos lo hicieron (Figura 14).
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Figura 14. Tasa de prefiez en vacas receptoras de embriones in vivo en la finca los Leones

En un estudio en Boyaca, Colombia, la tasa de prefiez general en tres grupos genéticos
fue de 55,1% (51), comparable a la lograda en la presente investigacion. La tasa de prefiez
en cada raza fue 63.3% para las vacas Normando, 55.5% para las Holstein y 44.2% para
las Brangus (52).

En dos razas de carne, Angus y Brahman, que fueron sometidas a un protocolo de
sincronizacién de la ovulacion con celo detectado, la tasa de prefiez fue de 49 y 54%
respectivamente (53). Los autores observaron que las receptoras de menor edad (4 afios)
se prefiaron proporcionalmente menos que las de 5y 6 afios (53). Los resultados de prefiez
indicados en los dos estudios citados previamente (52, 53) son comparables a los

obtenidos en la presente investigacion.

De las tres vacas Charoles aspiradas, se obtuvo un total de 25 ovocitos, lo que hace un
promedio de 8,3 + 2,1 ovocitos por vaca. Una vez que estos ovocitos fueron madurados,
fecundados y los presuntos cigotos cultivados in vitro, se produjo un total de 10 embriones
grado 1, y el promedio por vaca fue 3,3 £ 0,6. La proporcion de embriones en relacion a
los ovocitos colectados fue de 50, 44,4 y 30% para las vacas 1, 2 y 3 respectivamente.

Tabla 5. NUmero de ovocitos colectados y de embriones obtenidos in vitro por vaca
donadora, y nimero de prefieces en vacas receptoras en la finca los Leones
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Donadora Nro. ovocitos Nro. de embriones Nro. de prefieces
Vaca 1 6 3 0
Vaca 2 9 4 1
Vaca 3 10 3 1
Total 25 10 2

De los embriones producidos in vitro y transferidos a vacas receptoras, solo 2 de 10 (20
+ 17,3%) lograron iniciar la gestacion (Gréafico 15). Mientras que de la vaca donadora 1

no se produjo ninguna prefiez, de las vacas 2 y 3 solo se produjo solo una.
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Figura 15. Tasa de prefiez en vacas receptoras de embriones in vitro en la finca los Leones

Las Tabla 6 muestra el valor econdomico de cada embrion y prefiez cuando se aplica un
programa MOET. Se indica el costo de cada producto utilizado por vaca y el costo total
del tratamiento superovulatorio, incluyendo el valor economico de las trasferencias a las
vacas receptoras. Se aprecia que el costo por embridn transferible fue estimado en 104,4

US$, mientras que el valor de una prefiez fue de 195,7 US$.
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Tabla 6. Precios de productos usados en el tratamiento de superovulacion y costo por
embrion y por prefiez en vacas Charoles de la finca los Leones

Cantidad usada

Producto Precio (US$) Costo x vaca (US$)
X vaca
DIV (10 unidades) 110,0 1 unid. 11,0
Gestavet (25 mg/ml; 10 ml) 10,0 4 ml 4.0
Grafoleon (25 mg/ml; 20 ml) 10,0 1ml 1,0
Folltropin (400 mg; 20 ml) 250,0 200 mg 125,0
Fertagyl (0,1 mg/ml; 5 ml) 15,0 0.25 mg 7,5
Tubo Y (lavado uterino) 21,0 1 unid. 21,0
Sonda Foley (lavado uterino) 24,0 1 unid. 24,0
Filtro de embriones (unidad) 31,0 1 unid. 31,0
Caja busqueda (10 unidades) 21,0 1 unid. 2,1
Dosis de semen (cada una) 30,0 2 unid. 60,0
Lavado uterino x vaca 250,0 1 unid. 250,0
Costo del tratamiento superovulatorio x vaca (US$) 544,1
Costo total del tratamiento superovulatorio (US$) 1.632,3
Nro. de embriones transferibles producidos 30
Costo total de transferencias a razon de 50,0 US$ x vaca (US$) 1500,0
Nro. de prefieces logradas 16
Costo total del programa de superovulacion + transferencias (US$) 3.132,3
Costo x embrion transferible (US$) 104,4
Costo x prefiez (US$) 195,7

La Tabla 7 muestra una estimacion del valor econémico de un embrion y de cada prefiez
cuando se aplica un programa PIVE. En este caso, el costo del embrion fue provisto por
el laboratorio comercial de FIV que indico un valor de 100 US$, ligeramente inferior al

valor econdémico del embrion producido por MOET.

Tabla 7. Costo por embridn producido in vitro y costo por prefiez en vacas Charoles de la
finca los Leones

El valor de cada embridn transferible producido in vitro incluye el traslado ida y vuelta al
laboratorio, aspiracion de ovocitos en la finca, materiales usados en la aspiracion folicular,
costo de produccion de embriones in vitro en el laboratorio y transferencia

Nro. de embriones transferibles producidos in vitro 10
Nro. de prefieces logradas 2

Costo x embrion in vitro (US$) 100,0

Valor total de embriones producidos in vitro (US$) 1000,0

Costo x prefiez (US$) 500,0
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Cada embrion MOET tuvo un valor de 104.4 délares y la prefiez de 195.7 dolares. Aunque
el valor econémico del embrion fue ligeramente menor en PIVE que en MOET, cada
prefiez obtenida con embriones in vivo fue 2.5 veces menor que la obtenida con embriones
in vitro. Esto se debid principalmente a que solo 20% de las transferencias de embriones
PIVE fueron exitosas, mientras que 53,1 lo fueron con MOET. Se puede esperar que con
un incremento en la tasa de prefieces con embriones in vitro, el costo por prefiez

disminuya considerablemente.

En un estudio en Brasil con ganado Wagyu se compararon ambos métodos de produccién
de embriones y determind que, de acuerdo a los embriones producidos por cada
biotécnica, el costo de cada embrion PIVE fue 1.9 mayor que el MOET (54), concordando

con los resultados de la presente investigacion.

Aunque parece ser costoso aplicar estas biotecnologias reproductivas, hay que tener en
cuenta que el beneficio que estas producen en las fincas es doble. En primer lugar, si se
hace una buena seleccién de las vacas donadoras el impacto del uso de estas biotécnicas
en la calidad genética del rebafio es muy grande; en segundo lugar, se mejora la eficiencia
reproductiva del rebafio y se reduce el intervalo entre generaciones. Esto trae como

consecuencia una mejor respuesta a los esfuerzos de seleccion genética (54).

En esta investigacion se demostro que el método MOET fue mas efectivo en términos de
embriones producidos y prefieces logradas. No obstante, la PIVE ha demostrado ser una
biotecnologia muy efectiva, a tal punto que en los dltimos afios la produccion de

embriones in vitro ha duplicado a los producidos mediante MOET (55).



39

9 CONCLUSIONES

o El porcentaje de prefiez de las vacas receptoras fue mayor (53%) cuando fueron
transferidos embriones in vivo que cuando se transfirieron embriones in vitro
(20%).

o Del total de ovocitos colectados de las vacas donadoras, 40% se convirtieron en

embriones trasferibles.

o El costo de cada embridn fue ligeramente inferior en los producidos in vitro que
los in vivo, y el valor econémico de cada prefiez fue 2.5 veces menor cuando se

transfirieron embriones in vivo que in vitro.
10 RECOMENDACIONES

o Divulgar los resultados obtenidos en la presente investigacion a los ganaderos de
Macas, para que sirva de referencia para la implementacidn de esta biotecnologia

en las fincas de la region.

o Aplicar protocolo de superovulacion para transferencia de embriones producidos
in Vivo en vaconas Yy vacas receptoras para obtener numerosas crias de las vacas

con mayor mérito genético de las fincas

o Se recomienda continuar con las investigaciones en la transferencia de embriones
vitro in vitro con la finalidad de mejorar y validar esta biotecnologia en ganado

Charoles, y hacer disponible a los ganaderos de esta provincia y del pais.
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ANEXO 3: HOJA DE VIDA DEL ESTUDIANTE

CURRICULUM VITAE

INFORMACION PERSONAL
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ANEXOS 4. FIGURAS DETALLAS.

Figura 1: Vaca donadora Ungi. Figura 3: Vaca donadora Cachitos.

Fuente: Directa Fuente: Directa
Elaborado por: PILLA, Nina,2021. Elaborado por:PILLA, Nina,2021.
Figura 2: Vaca donadora Bucana. Figura 6: Lavado de embriones.

Fuente: Directa
Elaborado por: PILLA, Nina,2021.

Fuente: Directa
Elaborado por:PILLA, Nina,2021.



Figura 7: Seleccion de embriones. Figura 9: Transferencia de embriones.

Fuente: Directa
Elaborado por:PILLA, Nina,2021.

Figura 8: Los embriones in vivo. Fuente: Directa
Elaborado por: PILLA, Nina,2021.

Figura 10: Chequeo ginecoldgico a las
& vacas receptoras.

Fuente: Directa
Elaborado por: PILLA, Nina,2021.

Fuente: Directa
Elaborado por: PILLA, Nina,2021.



