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Resumen

En este estudio se Valoro el efecto de la calidad del Cuerpo Luteo (C.L.) y el
tiempo de demora de embrionizacion sobre las tasas de concepcion en
receptoras Bradford en Transferencia Directa. EI experimento se realizé en
Cuatro Ciénegas Coahuila. El rancho cuenta con ganado especializado en
produccion de carne de las razas Bradford y Angus. Se utilizaron receptoras
Bradford, vaquillas que fueron sincronizados y preparados previamente para
recibir un embrién congelado, la sincronizacion fue a base de progestagenos
y prostaglandina. Se detectd y se anoto el dia y la hora del celo tomandolo
como base para la transferencia embrionaria que fue 7 dias posteriores a
este. El crioprotector a base de Etilenglicol el cual fue descongelado en agua
al bafio maria a 35°C durante 15-20 seg. La transferencia se realizd 7 dias
posteriores al celo colocandose el embrion en el mismo lado en donde se
detectd el cuerpo luteo. Se transfirieron las receptoras con presencia de
cuerpo luteo de calidad 2 y 3. El diagnostico de gestacion se realizd por
palpacion rectal 40 dias posteriores a la transferencia embrionaria.
Obteniendo un 29% de prefiez con CL2 y un 25% con CL3. En cuanto al
Tiempo de Embrionizacién (minutos) se clasifico de 0:00-2:59 y mas de 3:00
obteniendo porcentajes de prefiez de 24 y 30 respectivamente. A pesar que
en la literatura internacional la calidad del cuerpo lateo y el tiempo utilizado
en la embrionizacion se mencionan como factores importantes que afectan la
tasa de gestacion de la receptora, en este trabajo no encontramos

diferencias estadisticas que avalen este planteamiento.

Palabras Clave

Bovinos, Transferencia de Embriones, Etilenglicol, Cuerpo Luteo,

Embrionizacion.



. Introduccién

La transferencia de embriones (TE) en Norteamérica se desarrollé en los
principios de los afios setenta con la introduccién de razas continentales. En
los ultimos 30 afios la aplicacion de esta tecnologia ha ido en aumento
(especialmente en el ganado lechero), con mas animales seleccionados por

Su genética que por un fenotipo deseable.

Una de las biotecnologias reproductivas que se realizan en la mayoria de
paises del mundo en ganado bovino es la Transferencia de Embriones, en
donde ha tenido un desarrollo vertiginoso en los ultimos afios. La TE, cuyo
objetivo central es el aumento de la descendencia de reproductores de alto
valor genético, en especial de las hembras, incluye la aplicacion de
esquemas de super ovulacién (SOV) en las vacas donadoras de embriones y
de sincronizacion del celo tanto en las hembras donadoras como en las

hembras receptoras.

En el presente estudio se trasfirieron embriones de alto valor genético
(Angus) con el fin de mejorar la calidad genética en bovinos productores de

carne.



Objetivos

Valorar el efecto de la calidad del Cuerpo Luteo (C.L.) y el tiempo de demora
de embrionizacion sobre las tasas de concepcion en receptoras Bradford con

Transferencia Directa.

Hipotesis

La tasa de concepcion en receptoras Bradford con embriones para
transferencia directa, depende entre otros factores de la calidad del C.L. y del

tiempo utilizado para la embrionizacion.



Recopilacion Bibliogréfica

2.1 Situacion actual de la Transferencia de Embriones congelado

con Etilenglicol

2.1.1 Transferencia de Embriones

Mapletoft y Hasler (2005), mencionan que la primera transferencia de
embriones en mamiferos realizada con éxito fue hecha por Walter Heape en
1890. Durante un periodo de unos treinta afios, la TE en bovinos se ha
convertido en un gran negocio internacional. La tecnologia esta bien
establecida, y mas de 500.000 embriones se producen anualmente de vacas

superovuladas en todo el mundo.

En México se inicia en los afios setentas con un gran interés comercial
principalmente en bovinos, en 1973 se realiza la primera transferencia
exitosa de un embrién congelado y hoy en dia se realizan cientos de miles de

obtenciones y transferencias en todo el planeta (Arriaga, 2010).

La TE nos ayuda a acelerar el progreso genético, ya que al aumentar el
namero de embriones y terneros se puede determinar el potencial genético
de la hembra. La eficiencia de los programas de seleccion y cruzamiento

aumentan considerablemente con la aplicacion de la TE (Ariza et al., 2006).



Otros autores mencionan, que el aumento en la cantidad de embriones
producidos suele estar acompafiado de la implementacion de nuevos
esquemas de superovulacion (SOV) de las hembras donadoras y la
sincronizacion de las hembras receptoras (Bolivar y Maldonado, 2008;
Bolivar, 2010). La respuesta superovulatoria es una de las variables de
mayor importancia en el éxito de un programa de TE (Palma y Brem, 2004).
Uno de los principales inconvenientes que posee la técnica de TE es la
deteccién de celos en las receptoras, sobre todo en animales Bos Indicus
(Irouléguy, 2009).

2.1.2 Congelamiento de Embriones

Durante muchos afios fue imposible congelar con éxito los embriones de
mamifero, ya que su gran tamafio impedia que los diferentes procedimientos
de congelamiento pudiera evitar la formacion de cristales de hielo
intracelulares, los cuales resultan letales (Martinez, 2006).

Segun De la Fuente (2004), la congelacién constituye un proceso fisico-
quimico gobernado por el calor y el transporte de sustancias entre las células
y su medio externo. Para controlar estos factores se han utilizado una serie

de compuestos crioprotectores con caracteristicas similares

Una técnica importante tanto en el d&mbito comercial como en el cientifico
durante los ultimos 20 afios, ha sido la produccion de embriones bovinos ya
que esta ha crecido de forma progresiva, en especial, en el area de la

produccion in vitro (PIV). La necesidad de conservar los embriones



excedentes de dicha produccién, ha impulsado la investigacién hacia el
desarrollo de nuevos métodos de criopeservacion de esta clase de
embriones y que por los métodos convencionales de congelamiento, no han
alcanzado tasas de sobrevivencia satisfactorias, debido a sus caracteristicas
fisicas. Dentro de las nuevas aplicaciones de la criobiologia, el método de la
vitrificacién se muestra como alternativa para mejorar la sobrevivencia de los
embriones producidos in vitro, este método con curvas de enfriamiento
superiores a las de congelamiento, va a permitir la reduccion del tiempo de
exposicion del embrién en los puntos criticos de temperatura, disminuyendo
asi los dafios térmicos y mecanicos causados durante la formacion de hielo y
aumentando la viabilidad de los embriones, posterior a su vitrificacion. No
obstante, es importante resaltar que, a pesar del alcance conseguido con
esta técnica hasta hoy, aun es necesario el desarrollo de nuevos métodos y
la busqueda de nuevas perspectivas que optimicen la vitrificacion de
embriones producidos in vitro ( Giraldo et al, 2012a).

2.1.3 Criopreservacion:

Segun Gil (2011), la criopreservacién consiste en la conservacién de material
celular, tejidos u 6rganos a temperaturas bajas, normalmente a temperatura
del nitrégeno liquido (N2L; -196°C), para detener completamente las
reacciones biolégicas, teniendo como objetivo el mantenimiento de la

viabilidad y funcionalidad de éstos

En relacién con la criopreservacion de embriones bovinos producidos in vitro
se facilita el uso de programas de transferencia de embriones, el

establecimiento de bancos de germoplasma con acceso permanente a



material genético de un determinado individuo o raza, e igualmente facilita
las biotecnologias asociadas como clonacién y transgénesis. En materia de
criopreservacion, el desarrollo de tecnologias en la ultima década ha sido
significativo. Una muestra de tales avances la constituye el campo de la
reproduccion en donde se ha hecho rutinario abordar el proceso de
criopreservacién de semen, oocitos, embriones o tejido gonadal con el fin de
satisfacer la demanda cada vez mas creciente por los métodos y servicios de
la reproduccion asistida. El valor de la criopreservacion en la reproduccion
asistida en bovinos queda claramente ilustrado por el gran namero de
gametos y embriones que son congelados y transferidos cada afio. No
obstante, es necesaria la busqueda de protocolos de vitrificacion en los que
se evaluen combinaciones de crioprotectores que permitan mejorar la
viabilidad embrionaria (Giraldo et al, 2012b).

Por otra parte Atencio et al. (2014), dicen que la crioconservacion es una
técnica que permite mantener a bajas temperaturas (-130 °C), a cualquier
conjunto biol6gico de células por tiempo indefinido, creando las condiciones
necesarias para que conserven la capacidad de sobrevivir después de la
descongelacién. Sin embargo, en este proceso se producen dafios a las
células espermaticas crioconservadas, ocasionados por la formacion de hielo
intracelular y desequilibrio osmaético. La magnitud de dafios criogénicos,
durante la congelacion y descongelacion puede resultar en la disminucion de

la movilidad con reduccion de velocidad espermatica y la fertilidad.



2.1.4 Crioprotectores

La funcién de los crioprotectores es la de proteger a las células de lesiones
producidas por la congelacion. Existen muchos tipos de crioprotectores que
se agrupan segun la posibilidad de penetracion o no de las membranas
celulares. Los mas utilizados son: Glicerol, Dimetil sulfoxido (DMSO),
Etilenglicol, 1,2 Propanediol entre otros (Arriaga, 2010; Gil, 2011; Martin y
Monge, 2012).

Segun Belascoain et al. (2010), para la congelacion de embriones se utilizan

dos tipos de crioprotectores:

» Permeables o intracelulares: De bajo peso molecular, Glicerol (G),
Dimetilsulfoxido (DMSO), 1-2 propanodiol, etilenglicol (EG),
propilenglicol (PG), polietilenglicol (PEG), etanol y otros alcoholes;
todos estos compuestos deshidratan la célula penetrando a ésta para
ayudar a proteger el citoplasma.

» Impermeables o extracelulares: De alto peso molecular,
polivinilpirrolidona (PVP), glucosa, fructosa, ficol, dextrano sorbitol,
sacarosa, lactosa, trealosa, rafinosa y otros azucares. Estos
compuestos extraen el agua libre intracelular utilizando la diferencia
de presidbn osmotica sin penetrar a la célula; son efectivos para
preservar la funcionalidad y estructura de las membranas a baja

actividad de agua.



La alternativa para minimizar los dafios criogénicos, es la adicion de
sustancias que remplacen el agua dentro de la célula, denominadas
crioprotectores. Los crioprotectores tienen como propdsito mantener la
viabilidad celular, previniendo el dafio celular durante el proceso de
congelacion y descongelacion (Atencio et al., 2014). El tipo de crioprotector
usado, sus posibles combinaciones y su concentracion son variables del
proceso de vitrificacion, que influyen directamente sobre las tasas de
supervivencia de los embriones. La dimetiformamida (DMF) es un
crioprotector permeable perteneciente al grupo de las aminas, y se considera
que por su bajo peso molecular este crioprotector puede ser mas facilmente
absorbido por los embriones y menos toxico en el proceso de vitrificacion.
Estas caracteristicas proponen a la DMF como alternativa de ser usada como
crioprotector intracelular en la vitrificacion de embriones bovinos y evaluar su
efecto sobre la viabilidad, determinada a través de la reexpansion del
blastocele (Giraldo et al, 2012b).

2.1.5 Etilenglicol:

La utilizacion del etilenglicol como crioprotector permitié desarrollar la técnica
de transferencia directa de embriones congelados/descongelados
(procedimiento similar a la inseminacion artificial), posibilitando la aplicacién
de esta técnica en condiciones de campo, sin necesidad de remover el o los
crioprotectores utilizados (Mucci et al., 2006). Segun Arriaga (2010) el uso
del Etilenglicol 1.5 M como crioprotector, proporciona una importante ventaja
frente al glicerol, dado que no es necesario el usos de sacarosa para extraer
al criprotector y los embriones pueden ser transferidos directamente, ya que
los embriones volveran a su estado original al contacto con el medio

intrauterino.



La criopreservacion por vitrificacion con el uso de crioprotectores como el
etilenglicol (EG), ha favorecido el mejoramiento de la eficiencia en la
preservacion de células germinales y embriones de varias especies dado que
permite el aumento de la velocidad de enfriamiento, asi como la disminucién
de los efectos osmoticos y toxicos y las alteraciones a nivel celular (Gomez et
al, 2010). El EG es un agente crioprotector permeable, de bajo peso
molecular que se ha usado en los protocolos de criopreservacion de semen
en las diferentes especies. El etilenglicol puede ser una alternativa para los
protocolos de criopreservacion de semen. Se ha demostrado un mejor efecto
protector del etilenglicol en comparacién con el glicerol en otras especies
como humanos, equinos, bovinos y chinchillas. Asi mismo otros estudios
indican que el etilenglicol tiene un efecto similar al glicerol y por lo tanto

puede sustituirlo (Ramonez, 2013).

2.1.6 Transferencia directa

Giraldo et al. (2012a), mencionan que el congelamiento convencional tiene
una ventaja comparativa frente a los otros métodos de criopreservacion, al
ser una metodologia que permite la utilizacion de bajas cantidades de
crioprotectores y la transferencia directa de los embriones después del
descongelamiento. Sin embargo, su habilidad para prevenir la formacién de
hielo aun es limitada, y sus resultados en la criopreservacién de embriones in
vitro han sido variables, y menores en comparacion con los datos obtenidos
en embriones in vivo. La razdon por la cual existe esta variacion en la
viabilidad de los embriones producidos in vitro, en comparacion con los

producidos in vivo, es debida probablemente a las caracteristicas fisicas



propias de este tipo de embriones, que hacen que sean mas sensibles al

momento de ser expuestos a bajas temperaturas.

Otro autor menciona que el método de transferencia directa, por etilenglicol,
crioprotector que tiene un menor peso molecular que el glicerol y por lo tanto,
resulta mas permeable con lo que provoca pequefios cambios de volumen
celular (Ochoa, 2011). En otro experimento llevado a cabo en 2007 se obtuvo
un porcentaje de prefiez de 22% cuando las pajuelas fueron descongeladas
y transferidas en forma directa (Colazo y Mapletoft, 2007).

En 2004, Bo et al., llevaron a cabo una investigacion en TE directamente
donde utilizaron como receptoras vacas y vaquillas de la cruza indica que
fueron sincronizadas con dos dosis de 25 mg de dinoprost (Lutalyse,
Romage, Argentina) aplicadas con 14 dias de intervalo. A los 7 dias del celo,
todas aquellas receptoras con un CL (determinado por palpacién rectal)
recibieron un embrién en el cuerno uterino ipsilateral al CL los embriones
fueron descongelados en agua a 28-30 °C y transferidos directamente al
Gtero sin remocién del crioprotector (método de transferencia directa). Del

cual obtuvieron un 47 % de prefiez.

2.1.7 Protocolo de congelacién con Etilenglicol

En relacion al uso del Etilenglicol Filipiak y Larocca (2012) mencionan su
utilizacion como un crioprotector de uso practico. Este posee un alto
coeficiente de permeabilidad celular de tal forma que los embriones después

de descongelada la pajuela se implantan directamente por tanto no existe la

10



expansion por sobre hidratacion con posterior muerte embrionaria que se
observa en el caso del glicerol o del DMF. La posibilidad de estandarizar un
método de criopreserveracion con una tasa aceptable de gestacion que
permita transferir los embriones congelados directamente a las receptoras
luego de la descongelacién constituird sin duda alguna en el método de
eleccion universal. EI método con etilenglicol tendria la ventaja de una mayor
practicidad a nivel de la produccion ya que permite implantar en forma directa
el embridon una vez descongelada la pajuela a 30 grados, a condicion de que
la transferencia se realice dentro de los 10 minutos siguientes a la

descongelacion.

Técnica:

1. El embrion una vez lavado por sucesivos pasos en PBS con 20% de
SFb, se mantiene 20 minutos en una concentracion de 1.8 M de
etilenglicol (10%v/v), en PBS +20% de SFb.

2. Se aspira en una pajuela de 0.25 ml de manera que quede una
columna de PBS-EG separada de 2 columnas de PBS isotdnico a
través de 2 pequefias burbujas de aire.

3. Inmersion de la pajuela directamente a -7°C utilizando la maquina
programable con alcohol metilico.

4. Induccion manual de cristales de hielo en el medio extracelular
(seeding) a -7°C manteniendo 10 minutos a esa temperatura para
permitir el equilibrio de las soluciones.

5. Descenso de la temperatura a una velocidad de 0.3°C/minutos hasta
alcanzar los -30°C.

6. Se equilibra 15 minutos.

7. Se sumerge la pajuela en N2z liquido.

11



8. Descongelacion: se descongela la pajuela a bafio maria a 30°C
durante 20 minutos.

9. Implante: se realiza la transferencia por el método no quirdrgico
inmediatamente en receptoras sincronizadas al estado del desarrollo
del embrion a implantar. No deben pasar mas de 10 minutos entre la
descongelacién de la pajuela y el implante en la receptora. EI maximo
es 20 minutos, debido a que el etilenglicol es mas toxico que el
Glicerol. Son de destacar los resultados de nuestro laboratorio
(Filipiak y Larocca, 2012.)

Por otra parte De Luca (2002), presenta el siguiente método:

1) Seleccion del embrion. Separar moérulas de blastocistos.

2) Lavar 10 veces con una solucidn de Dulbecco modificado, con 10%
de suero fetal bovino.

3) Moérulas: sumergir durante 10 minutos el embrién en una solucién
de Dulbecco, con 1,5 molar de glicerol, mas 0,1 molar de sucrosa.
Blastocistos: sumergir durante 10 minutos el embriéon en una
solucion de Dulbecco, con 1,5 molar de glicerol, mas 0,2 molar de
sucrosa.

4) Tomar una pajuela de 0,25cc y cargar en ella el embrién en el
siguiente orden:

a) 1ra. columna de Dulbecco con suero fetal al 10%.

b) 2da. columna, pequefia burbuja de aire.

c) 3ra. columna de Dulbecco con medio de congelacion.
d) 4ta. columna, pequefia burbuja de aire.

e) 5ta. columna, cargar el embrién en su medio.

f) 6ta. columna, pequeia burbuja de aire.

g) completar el resto de la pajuela con medio de congelacion.

12



5) Llevar los embriones a la congeladora con una temperatura de
entre -6°C a -7°C, donde permaneceran 10 minutos en stand by.

6) A su término tocar la pajuela a la altura de la 3ra. columna con una
pinza hemostatica, previamente sumergida en nitrégeno liquido
para que alcance en su extremo los -196°C. Este método
(Seeding) evitara la muerte del embrion por sobrefusion.

7) La corrida de temperatura sera de 0,5°C por minuto hasta alcanzar
los -35°C, momento en que se introducira la pajuela en nitrégeno

liquido

Otro ejemplo es el de Bo et al. (2004), que mencionan el siguiente método
después de la coleccién todos los embriones son lavados 10 veces con
albumina sérica bovina (Holding Media, ABTechnology, USA) y son
evaluados vy clasificados. Todos los embriones Grado 1 (n=634) y Grado 2
(n=198) en estadio de moérulas a blastocistos expandidos se colocan en una
solucion con 1,5 M de EG (Vigro Plus, ABTechnology, USA) o 1,5 M de EG
méas 0,1 M de S (EG+S; Vigro Plus, ABTechnology, USA) durante 7 a 10
minutos y son cargados en pajuelas de 0,25 ml. Se colan en la congeladora
de embriones (CL 5000, Freeze Control, Australia) a —6,5 °C, se induce la
formacién de cristales extra celulares y luego de 10 minutos de estabilizacién
son congelados a 0,6 °C por minuto hasta alcanzar los -35 °C.
Inmediatamente después son introducidos en nitrogeno liquido (-196 °C) para
su almacenamiento hasta el momento de la transferencia a las vacas

receptoras.

Segun Vasquez et al. (2011), mencionan estos métodos utilizando dos
soluciones, una solucion de equilibrio (5% glicerol + 5% etilenglicol + 0.2 M
sucrosa + 10% suero fetal bovino + 50 ug/ml gentamicina) a 25 °C, donde el
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embrion permanece por 5 min, y una solucion de vitrificacion (20% glicerol +
20% etilenglicol + 0.5 M sucrosa + 10% suero fetal bovino + 50 ug/ml
gentamicina) donde se mantiene al embrion por 1 min. EI embrion se coloca
en pajuelas de 0.25 ml (1 embridn por pajuela) y es sumergido de inmediato

en el nitrégeno liquido.

Simultaneamente en el método de congelacién lenta los embriones se
colocan en solucion de congelacion (10% etilenglicol + 10% SFB + 50 ug/ml
de gentamicina) a 26 °C durante 5 min y envasados en pajuelas de 0.25 ml.
El descenso de temperatura se realiza en una tasa de 0.12 °C/ min en 3
horas, luego a 5 °C hasta -20 °C, y finalmente se sumergieron las pajuelas

en el nitrogeno liquido (Vasquez et al, 2011).

2.1.8 Formas de identificacion de las pajillas

Orellana y Peralta (2007), muestran una forma de identificacion de las pajillas
cuando estan en el proceso de congelamiento en el equipo, se debe preparar
las etiquetas con la respectiva informacién. A continuacion se presenta un

ejemplo de la informacion que debe contener.

(1 DT 1279 AN 14763076 N256 AN 14542822 SUM. PFRED ON12 1 EMB.
4-1 07MR14)

» Nuamero de la pajilla (1)

» Tipo de solucién que se utilizé para el congelamiento. Por ejemplo DT:
si es en congelado en etilenglicol.

» Numero del laboratorio que realiza T.E. (registro: 1279).

» Raza (AN: Angus).
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Nombre de la vaca (N256).

Raza de la vaca (AN: Angus).

NUmero de embriones.

Grado y calidad del embrion.

Numero de registro de la vaca (14763076).

Numero de registro del toro (14542822).
Nombre del toro (opcional, por ejemplo SUM. PFRED ON12).

YV V. V V V V V V

2.2 Comparacion de

la tasa de gestacion con

Fecha de colecta y congelamiento (Orellana y Peralta, 2007)

embriones

congelados con diferentes crioprotectores y Embriones Frescos

Segun Diez (2003), presenta este cuadro de recopilacion de diferentes

trabajos que realizaron algunos investigadores con diferentes crioprotectores

como lo es: glicerol, sacarosa, etilenglicol,

unas variaciones en los % de gestacion.

ficoll entre otros mostrandonos

Crioprotector Dilucion | % Gestacion
Congelacion lenta
Reichenbach y col., 1991 1,36 M Gly 4 etapas | 11,3 (28/248)
Kajihara y col., 1992 10% Gly + 0,2M Sac l etapa | 38 (327/866)
Massip v col., 1987 1,36 Gly + 0,.25M Sac | etapa 23 (417)
Wurth v col., 1994 1,2M Gly < etapas 14 (5/35)
Hasler y col., 1995 1,36M Gly 3 etapas 35 (34/97)
Wan Langendonckt v col, 1994 10% Gly | etapa 59 (20/34)
Vitrificacion

Wurth v col., 1994 6,5M Gly + 6% wiv BSA 2 etapas 24 (20/85)
Apca y col., 1994 10% Gly + 20% EG | etapa 50 (8/16)*
Delval v col., 1995 40%EG + 18% Ficoll + 0.3M Sacarosa | | etapa | 66,6 (8/12)*
Van Langendonckt v col, 1994 6,5M Gly + 6% wiv BSA | etapa 43 (17/40)

* transferencia de 2 embrones/receplora

Fig. 1. Porcentajes de Gestacion con diferentes crioprotectores (Tomado de

Diez, 2003).

15




Colazo y Mapletoft (2007), llevaron a cabo un experimento en el cual
obtuvieron un porcentaje de prefiez promedio de 31%. EIl porcentaje de
prefiez mas alto fue (43%) obtenido cuando un grupo de embriones fue
congelado en una pajuela y después del descongelado, se transfirieron
solamente los embriones de mejor calidad. Cuando las pajuelas fueron
descongeladas y transferidas en forma directa sin tomar en cuanto la calidad

del embrion el porcentaje de prefiez fue del 22%.

2.3 Factores que afectan la tasa de concepcién en embriones con

transferencia directa

Capitaine (2005), define la tasa de prefiez como la velocidad con la que se
prefian las vacas y el indice mas objetivo para monitorear la reproduccion en
primera instancia. Es el primer indicador que refleja la eficacia del sistema en
forma global e integral. La Tasa de prefiez se mide cada 21 dias (1 ciclo
estral) y representa la proporcion de vacas que se prefian en 1 ciclo. Cuando
se habla de Tasa de Prefiez anual se esta haciendo referencia al promedio

ponderado de los 17 o 18 ciclos que tiene un afio (21 dias cada uno).

La fertiidad es la expresion de un conjunto de aspectos bioldgicos vy
ambientales que favorecen o impiden la fecundacién y el desarrollo temprano
de la gestacion (Ortega et al., 2010). La fertiidad de la vaca lechera
comunmente es medida calculando el porcentaje de vacas que conciben
luego de una udnica inseminacion (IA), también conocido como tasa de
concepcion. Las revisiones de la literatura cientifica vinculada con la fertilidad
de las vacas lecheras revelan una tendencia a una disminucion en la tasa de

concepcion en los hatos de EE.UU. y de otras partes del mundo. Los cuatro

16



factores que determinan la tasa de concepcion en un hato lechero son: 1) la
fertilidad de la vaca, 2) la fertilidad del toro, 3) la exactitud en la deteccion de

los celos y 4) la eficiencia en la IA. (Fricke, 2005).

La tasa de concepcion también es ampliamente afectada por la precision de
la deteccion de celos, la técnica de inseminacidon y manejo del semen,
fertilidad del semen utilizado, nivel nutricional de las vacas, estado corporal y

cambio del mismo, entre mucho otros (Capitaine, 2005).

Se considera que las bajas tasas de prefiez, cuando se transfieren
embriones de buena calidad, podrian estar relacionados con la raza de la
receptora, grado de sincronia entre el desarrollo del embrion y la receptora y
calidad del CL. La raza de la receptora ejerce algun tipo de efecto con
respecto al tamafio del CL lo cual puede estar ejerciendo un efecto sobre la
tasa de concepcion. Generalmente se prefieren razas cruzadas antes que las
puras y se prefieren animales de origen lechero, particularmente si se trata

de vacas o vaquillas jévenes (Anchondo et al., 2009).

Otros autores mencionan que los factores que podrian afectar los resultados
de las tasas de prefiez en TE tienen diversos origenes. Los clasifican en

intrinsecos y extrinsecos.

Extrinsecos: ambientales, factores de manejo y administrativos vy

nutricionales (deficiencia y toxicos) patologicos, e inmunologicos.
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Intrinsecos: didmetro del cuerpo luteo, factores asociados al embrién (estado
de desarrollo, genéticos,), toros, dificultad al momento de la transferencia
(Oyuela 'y Jimenez, 2010).

En México, Medrano et al. (2013), indican tasas de concepcion entre 35 a
65%, dependiendo de la calidad de embriones transferidos y de la habilidad

del operador para realizar la TE.

2.3.1 Calidad del Cuerpo Luteo

Antes de la transferencia debera ser evaluada la presencia de un cuerpo
liteo. Parece razonable considerar la calidad del CL, a partir de su tamafio y
consistencia, como un factor asociado al éxito en la selecciéon de receptoras
(Palma, 2004). En cuanto a la calidad del C.L se menciona que las
concentraciones bajas de progesterona (P4) en plasma, al momento de la
transferencia, son un reflejo de una funcion lutea subnormal, que puede estar
influenciada por una asincronia debida a la mala deteccion de calores y/o
inadecuada sincronizacion de los animales, o por foliculos ovulatorios de
menor tamafio del normal, lo que produce un cuerpo liteo de baja

funcionalidad (Rodriguez et al., 2007)

Duran y Ortiz (2010), presentan la siguiente clasificaciéon de los Cuerpos
Luateos (CL) por tamafio, considerando el area al momento de la palpacion
rectal:

» CL1(>2,0cm2)
» CL2(1,5a2,0cm2)
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» CL3(<1,5cm2)

Otros autores mencionan que el tamafio del cuerpo luteo el dia de la

transferencia del embrion, via palpacion rectal de la siguiente manera:

» Cuerpo lateo 1 (CL1): cuerpo lateo blando, no mayor a 1 cm de
diametro.

» Cuerpo luteo 2 (CL2): cuerpo luteo blando, de 1 a 2 cm de diametro.

» Cuerpo luteo 3 (CL3): cuerpo lateo de mas de 2 cm de diametro
(Marin, 2012).

Segun Cutini et al., (2000) considerar la calidad del cuerpo luteo a partir de
su tamafio y consistencia, como un factor asociado al éxito en la seleccién de
las receptoras parece razonable; sin embargo, no es posible establecer una
relacion entre la calidad del cuerpo luteo y la prefiez. También dicen que es
aceptado que existen factores mas importantes a tener en cuenta para
descartar o seleccionar una receptora. Entre ellos, haber observado el celo y
comprobado la presencia de un cuerpo lateo funcional, cualquiera fuese su
calidad. Probablemente, el empleo de la ecografia y el analisis
computarizado de imagenes aportardn en un futuro préximo nuevas

herramientas para mejorar la clasificacion del cuerpo luteo.

Por otra parte, Oyuela (2009) menciona lo siguiente la evaluacion del cuerpo
liteo se realiza por palpacion rectal, para identificar en qué ovario se
encuentra localizado. De manera adicional se realiza ultrasonido para
verificar la presencia del mismo y para determinar el diametro (cm) de las

estructuras presentes en los ovarios. Los cuerpos liteos son agrupados en
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tres categorias dependiendo de su didmetro de la siguiente manera: con

base en las experiencias de la finca en ganado cebuino y sus cruces:

» 0= Cuerpo luteo de menos de 10 mm de diametro.
» 1= Cuerpo luteo de 10 a 15 mm de diametro.

» 2= Cuerpo lateo de mas de 15 mm de diametro (Oyuela, 2009).

La progesterona es indispensable para el establecimiento y el mantenimiento
de la prefiez. No obstante, fueron infructuosos los intentos de seleccionar a
las receptoras en base al nivel de dicha hormona al momento de la
transferencia dado que éste, no se correlacion6 con el porcentaje de prefiez.
Ademas, se ha observado en las receptoras que la repetibilidad de los
niveles de progesterona en el dia 7 del ciclo estral es baja (Cutini et al,
2000).

De manera similar otros autores mencionan que el cuerpo luteo presente al
momento de la implantacién del embrién juega un papel importante en los
resultados de la transferencia de embriones ya que se espera que secrete
suficiente cantidad de progesterona para el mantenimiento de la prefiez del
embrion transferido. La progesterona es secretada por el cuerpo lateo que se
forma en el mismo sitio del ovario donde ocurrié la ovulacion que produjo la
prefiez, ayuda en el establecimiento y mantenimiento de la misma, y a que
se produzca un parto exitoso. Debido a la importancia del cuerpo lateo en la
prefiez, diferentes autores han buscado optimizar este factor ya sea
asegurando la formacion del mismo, buscando un buen tamafo o
estimulando la formacion de varios cuerpos luteos. Con el objeto de elevar la
tasa de concepcioén, usé diferentes estrategias farmacoldgicas consistentes

en el uso de hCG, GnRH o LH al dia 7 después del estro induciendo la
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formacién de cuerpos luteos accesorios por luteinizacion de los foliculos
dominantes o ejerciendo un efecto luteotrdpico adicional propio de la hCG,

que estimula la produccién de progesterona (Oyuela y Jiménez, 2010).

2.3.2 Tiempo utilizado en la Transferencia (habilidad del técnico)

El hecho de depositar un embriéon en el interior del cuerno uterino supone
una invasion del tracto reproductivo; este procedimiento estd asociado a
posibles lesiones del endometrio y a la consecuente producciéon de PGF2-
alfa, lo que reduciria los indices de prefiez (Oyuela y Jiménez, 2010; Marin,
2012). Un factor a tener en cuenta en la transferencia a las receptoras es el
factor humano, de tal manera que las tasas de fertilidad variaron del 20% al
67% segun la habilidad de cada técnico (De la Fuente, 2004).

Por eso es de gran importancia que esté compuesto por un personal idoneo
y con experiencia. Se evidencian diferencias significativas en los resultados,
representados en tasa de prefiez, después de realizar TE, por diferentes
operarios que aplican esta técnica, también evaluando la calificacién de la
transferencia (Buena, regular, mala) en un grupo experimental. De esta
manera la aplicacion de la técnica afecta directamente la eficiencia en un
programa de TE (Duica, 2010).

Solorzano et al. (2008), dice que la descongelacion del embrion se efectia
en un paso manteniendo la pajilla al aire, a temperatura ambiente por 7 seg.

posteriormente se sumerge en bafio de agua a 35 °C durante 10 seg. El
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glicerol es extraido en un paso en solucion de sacarosa. Finalmente el

embrion es colocado en un medio de mantenimiento hasta ser transferido.

El tiempo que insume atravesar el cérvix y colocar el embrion en el cuerno
uterino se correlaciona negativamente con el porcentaje de prefiez (Cutini et
al., 2000).

2.3.3 Lugar de depésito del Embrion

Segun Avila (2004); Cutini et al. (2000), la transferencia de embriones es una
técnica mediante la cual, los embriones (6vulos fertilizados) son colectados
del cuerno uterino de la hembra antes de la nidacion (donadora), y
transferidos al cuerno uterino de otras hembras para completar su gestaciéon

(receptoras).

La técnica de transferencia de embriones (TE) permite seleccionar animales
de alta produccién y adecuada adaptabilidad ambiental para mejorar la
calidad genética e incrementar el nimero de crias en el hato (Medrano et al,
2013).
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2.3.4 Otros
2.3.4.1 Aspectos esenciales de lareceptora

Las receptoras forman una parte esencial del programa de TE y también uno
de los problemas méas serios. Las buenas receptoras son caras, su
mantenimiento costoso y su estado de salud es critico para el éxito de la TE.
Desde el punto de vista reproductivo una buena receptora es la hembra
capaz de recibir un embrién y llevarlo a término. Mas auln, la receptora
debera ser capaz de parir sin grandes dificultades y luego alimentar al
ternero de manera que le permita expresar su potencial genético. En
consecuencia, debera ser de buen tamafio, tanto general como
reproductivamente sana y de buena capacidad lechera. Esto no parece ser
tan complicado, sin embargo tanto el tamafio como la produccion de leche
pueden tener significados diferentes. El tamafio de la receptora dependera
del tipo de animal (embribn) que se transferird. De acuerdo con las
tendencias actuales, particularmente en las razas para carne, se busca un
gran tamafo de ternero con pesos al nacimiento de 40 a 50 kg y aun mas. La
edad de la receptora es un aspecto importante en el cual sin embargo, no
hay coincidencias entre autores. Se debe recordar que el genotipo del
embrion transferido es diferente al que la vaca hubiese tenido en un servicio
de la propia raza. Si bien es cierto que la genética de la receptora no influye
en la genética del embrién, el ambiente uterino (especialmente el espacio o
tamafo) parece tener una interaccion con el genotipo del feto mayor que la
supuesta. El programa de alimentacion de las receptoras es vital en el éxito

final de la transferencia. (Alberio, 2004).
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Materiales y Métodos

3.1 Ubicacion del experimento

Este experimento se realizd en un rancho ganadero ubicado en el Municipio
de Cuatro Ciénegas Coahuila, ubicado a 102° 03°59 longitud oeste y 26°
59710 latitud norte, a una altura de 740 msnm. El rancho cuenta con ganado
especializado en produccion de carnes de las razas Bradford y Angus,

contando en total con alrededor de 300 animales.

3.2 Animales experimentales

Los animales utilizados en el estudio fueron de la raza Bradford, siendo
vaquillas primiparas con un peso aproximado de 360 kg, estas vaquillas
estuvieron alojadas desde el mes de julio al mes de octubre en praderas
artificiales y su dieta fue a base de alfalfa a libre pastoreo. Estos animales
fueron sincronizados y preparados previamente para recibir un embrién

criopreservado en nitrégeno liquido.

La sincronizacién fue a base de progestagenos y prostaglandina de la
siguiente manera: primer dia se coloc6 un dispositivo intravaginal (CIDR) y 2
ml/IM de benzoato de estradiol; a los 7 dias se retiré el dispositivo y se
aplicaron 2 ml/IM de prostaglandina (indusel) y 400 Ul/IM de ECG (novormon
5000). Se detectd celo las 24 horas del dia a partir de la inyeccién de indusel
y se acentud las 48 horas posteriores al retiro del dispositivo, como método
auxiliar se utilizé el crayoneo en la base de la cola y se anoto el dia y la hora
del celo tomandolo como base para la transferencia embrionaria que fue 7

dias posteriores a este.
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El embribn congelado estuvo a una temperatura de -196°C con el
crioprotector a base de Etilenglicol el cual fue descongelado en agua al bafio
maria a 35°C durante 15-20 seg. La transferencia se realiz6 7 dias
posteriores al celo colocdndose el embridon en el mismo lado en donde se
detectdé el cuerpo lateo. Tomando la clasificacion presentada por Marin
(2012) valorando tamafo y consistencia del CL, via palpacién rectal de la
siguiente manera:
» Cuerpo luteo 1 (CL1): cuerpo luteo blando, no mayor a 1 cm de
diametro.
» Cuerpo lateo 2 (CL2): cuerpo luteo blando, de 1 a 2 cm de
diametro.

» Cuerpo luteo 3 (CL3): cuerpo luteo de mas de 2 cm de didmetro

Se transfirieron las receptoras con presencia de cuerpo lateo de calidad 2 y
3.

El diagnostico de gestacibn se realiz6 por palpacion rectal 40 dias

posteriores a la transferencia embrionaria.

3.3 Variables a analizar
Calidad del Cuerpo Luteo
Tiempo de Embrionizacion

Tasa de Gestacion
3.4 Analisis estadistico
Se realizé un andlisis de varianza en el programa informatico MYSTAT

version estudiantes, para hacer la comparacion de la calidad del cuerpo Iuteo

y el tiempo utilizado en la embrionizacion.
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V.

Resultados y Discusion

Con respecto a la calidad del cuerpo luteo, se determind palpando las
receptoras antes de la transferencia y verificando que estuvieran en las
categorias a evaluar y asi poder llevar a cabo la embrionizacion. En la Tabla
1 se presentan los porcentajes de prefiez de cada categoria evaluada.
Obteniendo un 29% de prefiez con CL2 y un 25% con CL3. El anélisis
realizado nos indica que los resultados encontrados no difieren
estadisticamente P> 0,05.

Tabla 1. Efecto de la calidad del C.L. sobre la tasa de gestacion de vaquillas
Bradford que recibieron un embrion congelado.

Calidad Cantidad Cantidad

C.L. Embrionizadas Prefiadas % de gestacion
CL2 17 5 29 a
CL3 28 7 25a

Literales iguales no difieren estadisticamente

Evaluando el uso de la transferencia de embriones en este experimento nos
damos cuenta que se obtuvieron mejores resultados con un CL2 (cuerpo
lGteo blando, de 1 a 2 cm de didametro) obteniendo una tasa de concepcién

de 29 % y un 25% para CL3 (cuerpo lateo de mas de 2 cm de diametro).
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Segun Duica et al. (2007), presentan la siguiente relacion de tamafio del CL
y niveles de progesterona encontrados al realizar seguimiento de la
estructuras ovaricas por medio de ultrasonografia a un grupo de 140
animales, los cuerpos lateos de mas de dos centimetros de diametro
producen niveles de progesterona circulantes de 2,44 ng/mL, y una tasa de
concepcion del 58% en hembras a las que se le transfirio un embrion el dia
siete postcelo; a las hembras que se les encontraron cuerpos lateos de 1,5
centimetros de didmetro producen niveles de progesterona circulantes de
1,75 ng/mL, y una tasa de concepcion del 41%; y, a las hembras a las que se
les encontraron cuerpos luteos menores de 1,5 centimetros de diametro
presentaron niveles de progesterona circulantes de 1,19 ng/mL, y una tasa
de concepciéon del 31%. Mientras que al encontrar un cuerpo luteo de 2,36
centimetros de didmetro se detectdé una concentracidn plasmatica de
progesterona equivalente a 4,2 ng/mL y una tasa de prefiez del 70%, en
hembras receptoras de embriones a las que se les fue transferido el embridn

el dia siete postcelo.

En otro experimento hecho por Duran y Ortiz (2010), de acuerdo al tamafio
del CL, obtuvieron las siguientes tasas de prefiez: 52,4% de prefiez de 1.579
TE realizadas a receptoras con un CL1 (> 2,0 cm2); 39,0% de 693 TE en
receptoras con un CL2 (1,5 a 2,0 cm2); 15,9% de 63 TE en receptoras con
CL3 (< 1,5cm2).

Por otra parte, Oyuela (2009) presenta los siguientes resultados CL <10 mm
un 28% de prefiez, CL 10-15 mm 39% y CL >15 mm 39%.
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Sin embargo otros autores dicen que no es posible establecer una relacion
entre la calidad del cuerpo liteo y la prefiez de una receptora (Palma, 2004;
Cutini et al., 2000).

En cuanto al Tiempo de Embrionizacion se clasifico de 0:00-2:59min y mas
de 3:00min, obteniendo porcentajes de prefiez de 24 y 30, respectivamente.
Estos resultados se presentan en la Tabla 2, no siendo estadisticamente
diferentes (P>0,05).

Tabla 2. Tasa de prefiez de acuerdo al tiempo de embrionizacién (minutos)
en vaquillas Bradford que recibieron un embriéon congelado.

Tiempo de Cantidad Cantidad % de gestacion
Embrionizacion Embrionizadas Prefiadas
0:00-2:59 25 6 24 a
Méas de 3:00 20 6 S0a

Literales iguales no difieren estadisticamente

En estudios anteriores entre otros factores, se han analizado los efectos de
la dificultad al momento de la transferencia de embriones PIV sobre la tasa
de prefiez. Las transferencias realizadas sin ningun tipo de dificultad (n=40)
tuvieron tasas de prefiez significativamente diferentes (p<0,05) frente a
aguellas realizadas con algun tipo de dificultad (n=33), donde se incluyen
movimientos bruscos de la receptora, receptoras problematicas y evidencias

de sangre en la pistola de TE. Esto resulta en 53% de prefiez para las TE sin
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dificultad frente a 21% de prefiez en los casos en los que hubo alguna
dificultad (Oyuela y Jiménez, 2010).

De la fuente (2004), dice que el factor humano varia las tasas de fertilidad del
20% al 67% segun la habilidad de cada técnico.

Por otra parte, Oyuela y Jiménez (2010) mencionan que hay un 53% de
prefiez para las TE sin dificultad frente a 21% de prefiez en los casos en los

gue hubo alguna dificultad.

Mientras que Cutini et al. (2000), dice que la velocidad con la que el
operador realiza dicha maniobra depende principalmente del grado de
dificultad que encuentra para atravesar el cérvix. En esas circunstancias, la
experiencia resulta de vital importancia; observandose que cuando el pasaje
a través del cérvix se realiza sin dificultad, los porcentajes de prefiez son
mayores. Del mismo modo, operadores con experiencia pueden lograr
buenos porcentajes de prefiez (50%) aun cuando deben transferir los
embriones a receptoras que presentan un cuello uterino tortuoso, dificil de
enhebrar. El grado de dificultad al atravesar el cérvix con el instrumental y la
dificultad para depositar el embrion en el sitio deseado del Utero, afecta

significativamente la tasa de abortos
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V. Conclusiones

A pesar que en la literatura internacional la calidad del cuerpo luteo y el
tiempo utilizado en la embrionizacion se mencionan como factores
importantes que afectan la tasa de gestacion de la receptora, en este trabajo

no encontramos diferencias estadisticas que avalen este planteamiento.
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