COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS
AGRICOLAS

CAMPUS VERACRUZ

POSTGRADO EN AGROECOSISTEMAS TROPICALES

TRANSFERENCIA DE EMBRIONES DEL GANADO
CRIOLLO LECHERO TROPICAL

FERNANDO NARANJO CHACON

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

TEPETATES, MANLIO FABIO ALTAMIRANO, VERACRUZ.

2014



La presente tesis, titulada: Transferencia de embriones del ganado Criollo
Lechero Tropical, realizada por el alumno: Fernando Naranjo Chacén, bajo la
direccién del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y
aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:
MAESTRO EN CIENCIAS
AGROECOSISTEMAS TROPICALES

CONSEJO PAR
CONSEJERO:

Dr. ADALBERT é{\l ONCE

ASESOR:

|
Dra. ALEJANDRA dero ESTRADA

ASESOR:

ASESOR:

Dr. CARLOS MIGUEL BECERRIL PEREZ

Tepetates, Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, Julio 2014



TRANSFERENCIA DE EMBRIONES DEL GANADO CRIOLLO LECHERO TROPICAL
Fernando Naranjo Chacén, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

La transferencia de embriones es una biotecnologia para la mejora genética y la
conservacion de especies y razas bovinas en peligro de extincion. La raza bovina Criollo
Lechero Tropical de México (CLT) estd adaptada a los climas calidos y tiene un
programa de mejora genética, pero se desconoce el mejor método para la
criopreservacion de sus embriones. El objetivo de este estudio fue comparar dos
métodos de criopreservacion por curva lenta y vitrificacion de embriones CLT, mediante
la transferencia a vacas receptoras CLT puras y mestizas. El estudio se realizé en el
Colegio de Posgraduados (CP) y en Olinald Guerrero (OG). Los tratamientos se
asignaron aleatoriamente a las receptoras de ambos genotipos, seis embriones para
CLT y cuatro para mestizas por curva lenta, cinco en receptoras CLT y cinco en
mestizas por vitrificacion para CP, para OG cuatro embriones por curva lenta en
receptoras CLT y cinco con mestizas, para embriones vitrificados seis en receptoras
CLT y cinco en mestizas. Se realizé la prueba de ji-cuadrada para analizar los datos. No
se encontré efecto del método de criopreservacion en el porcentaje de gestacion
(p>0.05) y se obtuvieron 10 % (1/10) y 20 % (2/10) para CP y 11 % (1/9) y 27 % (3/11)
en OG de gestacion para curva lenta y vitrificacién. Se requiere de otros estudios para
determinar los factores que afectan el éxito de la transferencia de embriones CLT en
vacas receptoras.

Palabras clave: Embriones, Criollo, Curva Lenta, Vitrificacion.



EMBRYO TRANSFER OF THE TROPICAL MILKING CRIOLLO CATTLE

Fernando Naranjo Chacon, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2014
Embryo transfer is a biotechnology for the genetic improvement and conservation of
livestock species and breeds in danger of extinction. The Tropical Milking Criollo (CLT)
cattle breed in Mexico is adapted to warm climates and has a genetic improvement
program, but the best method for the cryopreservation of embryos is unknown. The
objective of this study was to compare two methods of CLT embryo cryopreservation,
slow freezing and vitrification, prior to transfer to pure and crossbred recipient CLT cows
from Colegio de Postgraduados (CP) and Olinala Guerrero (OG), the two study sites.
Treatments were randomly assigned to the receiving females of both genotypes. Six
purebred and four crossbred embryos were assigned to slow freezing. Five crossbred
and five purebred embryos were assigned to vitrification for CP, while four purebred OG
and five crossbred embryos were assigned to slow freezing; for vitrified embryos, six
were assigned to purebreds and five to crossbreds. A chi-square was used to analyze
the data. No effect was found from cryopreservation method on pregnancy rate
(p>0.05); 10 % and 20 % for CP and 11 % and 27 % for OG were obtained for slow
freezing and vitrification, respectively. Further studies are required to determine the
factors affecting the success of embryo transfer in recipient CLT cows.

Keywords: Embryos, Criollo, Slow Freezing, Vitrification.
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1. INTRODUCCION

A partir de la década de los ochenta del siglo XX, la biotecnologia para mejorar la
reproduccion del ganado bovino ha cambiado de manera acelerada. Esta biotecnologia
reproductiva se caracterizé por el desarrollo de técnicas de Inseminacion Artificial (1A) y
Transferencia de Embriones (TE), que han contribuido a incrementar de forma rapida la

capacidad reproductiva y la mejora genética del ganado bovino (Romo, 1993).

Los programas de mejoramiento genético, persiguen obtener un mayor numero de
descendientes de las progenitoras genéticamente superiores, por lo cual, la
implementacion de la TE contribuye a este fin, ademas de reducir problemas

reproductivos y sanitarios (Martinez, 2008).

La TE fue establecida en la década de los setenta del siglo XX, inicialmente de manera
quirurgica. Desde la década de los ochenta hasta la fecha, la mayoria de los embriones
se transfieren mediante la técnica no quirargica (Jones et al., 2008). La transferencia se
realizaba en sus primeras etapas con embriones producidos in vivo, posteriormente
aparecio la fecundacion in vitro (FIV) y por ultimo, la Transferencia de Nucleos (TN) y

transgénesis (Betteridge, 1997).

La criopreservacion por medio de la congelacion, permite preservar embriones que son
recolectados de hembras donadoras teniendo como ventaja la ejecucion de programas
de TE mediante métodos no quirdrgicos en diferentes tiempos, segun se requiera. El
convencional y la vitrificacion son los métodos mas utilizados para criopreservar

embriones. El primero es por congelacion lenta mediante un equipo programable y es



atil para preservar embriones bovinos producidos in vivo (Lindner y Wright, 1983
Cabodevil y Teruel, 2001;). La vitrificaciébn es un proceso fisico de solidificacion para
conservar Organos, tejidos y mas recientemente embriones incorporando
crioprotectores en alta concentracion; el embrién al ser sumergido en nitrégeno liquido,

pasa del estado liquido al sélido como un vidrio (Fahy et al, 1984; Rall y Fahy, 1985).

La congelaciéon de embriones en el momento de la recoleccidon tiene como ventajas
disponer de material genético durante mas tiempo sin afectar su viabilidad, trasladar los
embriones a distancias largas y disminuir el riesgo de introduccion de enfermedades,

entre otras (Rall, 1992; Shimohira, 1995).

Los recursos genéticos locales como el ganado Criollo Lechero Tropical (CLT), son
importantes ya que representan alternativas para mantener la produccion de leche y
carne en tierras bajas y climas calidos del Tropico Americano, ante los cambios
climéticos, econdmicos y sociales. Por ello, es conveniente la introduccion de
biotecnologias como la TE a estas regiones tropicales calidas, para conservar, expandir
y distribuir de manera eficiente y responsable dichos recursos; de otra manera la
introduccion de razas no adaptadas provenientes de zonas templadas a zonas calidas
propician que los sistemas de produccion de leche y carne no sean sustentables (Lake,
1986). Ante esta situacion, el ganado CLT constituye una base biolégica para la

seguridad alimentaria de las actuales y futuras generaciones.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Justificacion

En América Latina, existe una tendencia al aumento de las importaciones de productos
lacteos. México, Brasil y Venezuela contabilizan méas del 90 % del déficit comercial de
lacteos, mientras Argentina y Uruguay tienen superavit. Estados Unidos es exportador
de productos lacteos a México, especialmente de insumos como la leche en polvo (SE,

2012).

La produccion de leche bovina en México, es insuficiente para satisfacer la demanda
interna del producto. El 37 % del Tropico Célido Mexicano participa en la produccion
pecuaria (18, 952,300 ha), y sirve de sustento para 12 millones de bovinos que
producen 28 y 39 % de la leche y carne que se consume en el pais (Koppel et al.,

1999).

La produccion de 1986 a 1990 fue menor que la demanda y se importd 9.58 % del total
requerido. De 1996 al 2001 las importaciones fueron 13.20 % del consumo total
(SAGARPA, 2001). Durante 2009, la produccién nacional de la leche fue de 10,549
millones de litros, lo cual representd un decremento del 0.38 % con respecto a la
produccion del 2008. En los ultimos 10 afos la Taza Media de Crecimiento Anual
(TMCA) de produccion de leche presento un incremento de 1.74 % SAGARPA (2010).
Asi, México fue el principal pais importador del mundo, tan solo en el 2001 entraron al
pais 190,000 ton de leche en polvo y se importaron 171,494 ton de 2006 a 2010; en

2013 se importaron 225,000 ton de leche descremada en polvo (FIRA, 2001; SIAP,
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2013). En el Cuadro 1 se presentan los principales paises importadores de leche en

polvo.

Cuadro 1. Principales paises importadores de leche (miles de toneladas)

Pais / Afio 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 TMCA Var.%
09-feb 10-sep

México 132 129 141 155 113 121 173 180 190 4 5.6
Japén 44 43 37 34 32 36 32 35 30 -2.8  -14.3
Indonesia 110 120 125 135 140 147 159 178 187 6.2 5.1
Filipinas 100 110 120 87 95 98 85 95 n.d. -0.6 n.a
Fed. Rusa 50 60 65 70 45 50 75 50 60 0 20
china 35 51 61 55 62 40 55 65 70 8 7.7
Taiwan 31 23 17 19 20 20 15 17 n.d. -7.2 n.a
Argelia 114 81 75 72 68 91 90 91 85 -2.8 -6.6
Korea 4 5 4 6 7 5 5 8 9 9.1 12.5
Suma 620 622 645 633 582 608 689 719 631 1.9 -12.2
Otros

paises 50 72 55 44 41 24 25 36 44 -6 22.2
Total 679 694 700 677 623 632 714 755 675 1.3 -10.6

TMCA: Taza Media de Crecimiento Anual. Var: variaciéon
Fuente: Dairy: World Markets and Trade. USDA, FAS. December 2009.

Durante el periodo 2003-2011 la produccién nacional de leche de bovino ha tenido una
Tasa Media de Crecimiento de 1.3 %. Sin embargo, la produccién de lacteos es la
tercera actividad mas importante del pais dentro de la industria de alimentos y su

crecimiento dependera de la disponibilidad de leche a nivel nacional (SE, 2012).

El déficit de produccién de leche justifica el uso de biotecnologias reproductivas de
ultima generacion como la criopreservacion y la TE en el ganado CLT, que tienen entre
otras ventajas, contribuir al incremento de la productividad de las poblaciones animales,
preservacion de razas bovinas en peligro de extincion, reduccion del intervalo
generacional e incremento de animales genéticamente superiores para la produccion

de leche en el tropico calido del pais.



2.2. El ganado Criollo Lechero Tropical

El término criollo se refiere a individuos nacidos en el Continente Americano que

descienden de progenitores europeos procedentes de la Peninsula Ibérica.

Los ganados criollos, cuya finalidad principal fue la crianza y produccion (Martyniuk y
Planchenault, 1998), se naturalizaron bajo condiciones adversas de diferentes
ambientes de América. Asi, el ambiente, el recurso genético y la interaccion entre
ambos contribuyé a la conformacion de bovinos con potencial de sobrevivencia y

produccién de carne y leche (Pariacote, 2000).

El ganado Criollo Lechero Tropical (CLT) proviene de animales introducidos a México
de Nicaragua en la década de los sesenta del siglo XX y de animales locales
provenientes de estados de la vertiente del Océano Pacifico. Desde esa fecha ha
estado sujeto a un programa de registro de produccién y mejora genética del

rendimiento lechero (Rosendo, 1998).

El hato se establecié inicialmente en el estado de Tamaulipas en un rancho propiedad
de la Asociacién Mexicana de Produccion Animal (AMPA) con la introduccion de 17
vacas procedentes de Nicaragua, dos toros de Costa Rica y posteriormente semen de
13 toros también de Costa Rica. En 1991, el hato se trasladd a Gutiérrez Zamora,
Veracruz; nueve afos después se establecio el hato nacleo conformado por 63 vacas
adultas y cinco toros, en el Campus Veracruz del Colegio de Postgraduados (Diaz et

al., 2005).



En la actualidad la Asociacibn Mexicana de Criadores de Ganado Romosinuano y
Lechero Tropical (AMCROLET A.C.), es responsable de la expedicion de certificados
individuales de registro de pureza racial, comparacion genética entre los hatos,

mejoramiento de la raza e inventario (SAGARPA, 2002).

Las vaquillas CLT tuvieron su primer parto a la edad de 1,195+178 (Bodisco y Abreu,
1981; de Alba, 1985; de Alba y Kennedy, 1994; Rosendo, 1998). El numero de
servicios por concepcién fue 1.57 y el intervalo entre partos de 390 a 420 d (Carmona y
Mufoz, 1966; Pereira et al., 1981; Montiel et al., 1986). Las vacas CLT produjeron
1,738.5 kg de leche en 305 d, con 3.4+0.1 % de proteina, 3.4+0.1 % de grasa y

12.3+0.2 % de solidos totales, (Rios, 2014 informacién personal).

2.3. Transferencia de embriones

La biotecnologia de la reproduccion animal ha alcanzado un gran auge en el contexto
internacional, con el objetivo de mejorar las especies animales para el mercado y
preferencias del consumidor. La TE surge con la intencién de reproducir una mayor
cantidad de animales de alta calidad genética en un menor tiempo (Orellana y Peralta,
2007). Ademas, se tiene la posibilidad de aprovechar la mayor cantidad de oocitos que
existen en los ovarios de una hembra, mediante la aplicacion de tratamientos
superovulatorios, que lleven a incrementar hasta diez veces la media de ovulacion

(Martinez, 2008).

La TE ha sufrido grandes cambios en un periodo corto (Mapletoft et al., 1986;
Mapletoft, 1996). Por ejemplo se inici¢ en clinicas sofisticadas con técnicas quirargicas
para la recoleccion; no se disponia de productos farmacéuticos que permitieran actuar
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efectivamente sobre el ciclo estral de la vaca, ni de la existencia del patron de

crecimiento folicular en ondas que hoy se conoce (Mapletoft, 1996).

Los productores de ganado de leche y carne a nivel mundial, con el propésito de
mejorar los hatos para obtener mejores rendimientos y con ello mayor beneficio
econdmico, han optado por implementar la técnica de la TE en sus unidades de
producciéon (Orellana y Peralta, 2007). Incluso, los programa de mejora genética se
aceleran, mediante la induccién de partos gemelares, el aumento del niumero de
terneros de las mejores vacas, con la finalidad de exportar animales a diversos paises

y disminuir problemas de adaptacion climética (Phillips, 2003).

Las hembras receptoras constituyen un aspecto muy importante para el éxito de la TE
(BO et al., 1996). Estas pueden ser utilizadas a través de un programa de detecciéon de
celos naturales o de celos inducidos mediante tratamientos hormonales. La deteccion
de celos es un factor clave que afecta el costo de manutencion de las vacas
receptoras, asi como el intervalo a la concepcion (B6 et al., 1996; Beal y Hinshaw,
2001). Por lo tanto, se deben utilizar protocolos de sincronizacion de celos de las
receptoras para aumentar la eficiencia reproductiva y disminuir el nimero de visitas del

equipo técnico de los programas de TE (B0 et al., 1994; Mapletoft, 1996).

Diversos estudios de TE han analizado que el estrés calorico disminuyen la viabilidad
de esta biotecnologia (Putney et al., 1989; Wolfenson et al., 2000; Hansen, 2007;
Sartori et al., 2010). Hernandez et al., (2004) mencionaron que el estrés calérico tiene
efectos menos detrimentales en las funciones reproductivas de genotipos adaptados a

zonas calidas, que aquellos provenientes de climas templados. Se estima que mas del



50 % de la poblacion bovina mundial se encuentra en la zona intertropical, donde el
estrés caldrico causa grandes pérdidas econdmicas en el ganado de leche (Wolfenson

et al., 2000; Sartori et al., 2010).

Las vacas bajo estrés caldrico incrementan la incidencia de muerte embrionaria
(Putney et al., 1988; Ealy et al., 1993; Hernandez et al., 2004, Hansen, 2007). En
Florida Estados Unidos, vacas Holstein lactantes sometidas a estrés calorico del
verano, tuvieron 47.6 % de gestacion a los 21 d después de la transferencia, y se
redujo a 29.2 % a los 60 d. Los embriones bovinos son sensibles al estrés caldrico

materno en los primeros 7 d después del estro (Putney et al., 1989).

En ganado de carne, Romosinuano y Brahman, adaptado al trépico célido y Angus no
adaptado, se produjeron embriones in vitro con mas de ocho células que fueron
expuestos a choque térmico de 41 °C, en donde se provocé una disminucién en el
desarrollo hasta la etapa de blastocito; se mostré que los embriones Angus se
desarrollaron menos que los Romosinuano y Brahman; y embriones sometidos a
choque térmico de 38.5 °C, no presentaron diferencia en su desarrollo entre las razas.
Las razas adaptadas al tropico calido presentaron mayor capacidad de
termorregulacion que favorece a las células ante un choque térmico y beneficia la

sobrevivencia de los embriones (Hernandez et al., 2004).

2.4. Etapas de la transferencia de embriones

La TE considera desde la seleccion de hembras donadoras hasta la transferencia del
embrion a hembras receptoras. Las etapas son: Induccion de la superovulacion
(donadora), sincronizacion del celo (receptoras) mediante protocolos de sincronizacion,
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recoleccion de los embriones (donadora), clasificacion de los embriones,
almacenamiento por corto plazo y cultivo, criopreservacion, y por ultimo la transferencia

de los embriones (receptoras).

En la actualidad muchas otras técnicas relacionadas con la TE, han sido factible como
el sexado de embriones, la micromanipulacién, la fertilizacion in vitro y la donacion, las

cuales son utilizadas por las empresas de TE en el mundo (INIFAP-SAGARPA, 2012).

2.5. Protocolos para sincronizar el celo en hembras receptoras

2.5.1. Sincronizacion del celo con prostaglandina Fza (PGF)

La PGFza y sus analogos son ampliamente utilizados para sincronizar los celos de la
hembra bovina (Odde, 1990). La PGF2a causa la regresion del cuerpo luteo (CL) a
partir del dia 5 del ciclo estral y su efecto luteolitico es maximo entre los dias 12 y 17
(Odde 1990). Sin embargo, el estadio del foliculo dominante en el momento de la
aplicacion de la PGF2a produce una variacion de la manifestacion del celo y la

ovulacion tiene lugar 48 a 96 h después (Kastelic y Ginther, 1991).

Generalmente se utilizan tratamientos con dos dosis de PGFza con 11 a 14 d de
intervalo y deteccién por 5 - 7 d después de la segunda aplicacion (Mapletoft et al.,
1986; Broadbent et al., 1991). Estas dos aplicaciones son efectivas cuando hay una
gran proporcién de hembras ciclando y 80 % de ellas deberian ser observadas en celo,
pero por problemas de deteccion de celos el porcentaje de receptoras que son

seleccionadas para recibir un embridn raramente supera 50 % (B6 et al., 2002).



2.5.2. Sincronizacion del celo con hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH) y

PGF2a, protocolo Ovsynch

La GnRH ha sido muy utilizada para el control del desarrollo folicular. Esta induce la
ovulacion del foliculo dominante presente al momento del tratamiento (Macmillan y
Thatcher, 1991) y se han desarrollado protocolos que utilizan GnRH y PGFza para IATF
(Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo) en ganado de carne y leche (Geary et al., 1998;

Pursley et al., 1995; Pursley et al., 1997; Thatcher et al., 2001).

Este protocolo se conoce como Ovsynch (Pursley et al., 1995) y consiste en una
inyeccion de GnRH, seguida 7 d mas tarde por una inyeccion de PGFza, una segunda
inyeccion de GnRH 48 h después de la PGFz2a e IATF 15 h después. El objetivo de la
primera inyeccion de GnRH es inducir la liberacion de LH, resultando en la ovulacion
del foliculo dominante y en la emergencia de una nueva onda folicular 2 d después
(Martinez et al, 1999). La administracion de PGF2a 7 d después induce la lisis del CL y
la segunda inyeccion de GnRH induce la liberacion de LH que sincroniza la ovulacién

(Pursley et al., 1995).
2.5.3. Sincronizacion con progesterona

Los progestagenos son compuestos similares a la progesterona y se usan para
sincronizar el celo en programas de IATF. El uso de estrogenos y progestagenos para
controlar el desarrollo folicular se basa en el potente efecto de la combinacién de estos

esteroides sobre las gonadotrofinas (Bo et al., 1994).
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El protocolo mas utilizado, consiste en administrar 2 mg de benzoato de estradiol (BE)
por via intramuscular (im) en el momento de la insercion del dispositivo intravaginal con
progesterona (P4; dia 0), para sincronizar el desarrollo folicular (Moreno et al., 2001; B6
et al., 2002). El dia siete se retira el dispositivo intravaginal y se administra PGFza (para
inducir la lutedlisis), y el dia ocho se coloca 1 mg de BE para sincronizar la ovulacion.
Se realiza la IATE entre las 52 y 56 h después del retiro del dispositivo ya que la

mayoria de los animales ovulan aproximadamente a las 66 h (Cutaia et al., 2001).

2.6. Criopreservacion de embriones

La criopreservacion mediante la congelacion posibilita almacenar embriones de una
amplia variedad de especies de mamiferos, sin que pierdan su capacidad de
desarrollarse. Si bien los embriones son un conjunto de células, se aplican principios
criobioldgicos originalmente estudiados en células aisladas como los linfocitos vy

fibroblastos (Cabodevil y Teruel, 2001).

En la actualidad la congelacion ya cuenta con equipos que realizan el proceso
automaticamente, utilizando diferentes programas y productos. La posibilidad de
congelar embriones, permite el intercambio comercial entre paises salvando las

regulaciones sanitarias, facilitando y abaratando la transportacién (Roa et al., 1998).

La criopreservacion tiene ventajas durante la ejecucion del programa de TE, como:
disponer vacas receptoras en condiciones Optimas, programar los empadres y partos,
obtener embriones sexados, traslado para el comercio internacional y nacional de
material genético (Roa et al., 1998; Cabodevil y Teruel, 2001). Otra ventaja es que
permite disponer de hembras donadoras y receptoras en diferentes tiempos, posibilita
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transferir y conservar embriones en bancos de germoplasma hasta poder analizar los

registros de produccion de la descendencia (Cabodevil y Teruel, 2001).

El éxito de un programa de TE esta condicionado por las receptoras, quienes influyen
en el porcentaje de prefiez y el éxito econdmico. De las receptoras también depende

gue el embrion se implante y se lleve a término la gestacion (Fuentes et al., 2005).

El nimero medio limitado de cinco a seis ovocitos que pueden ser recolectados por
extraccion, hacen que su criopreservacion en mamiferos sea de gran interés para la
investigacion basica y las aplicaciones comerciales (Albarracin et al., 2005). De este
modo, los ovocitos de algunas especies de mamiferos han sido criopreservados
satisfactoriamente a través de procedimientos de congelamiento lento o vitrificacion,
pero las tasas posteriores de fertilizacion y desarrollo son mas bajas que aquellas
obtenidas usando ovocitos frescos (Albarracin et al., 2005). La congelacion afecta la
viabilidad de los embriones producidos in vivo y en mayor medida se afectan los

producidos in vitro o manipulados (Cutini et al., 2000).

2.6.1. Método de vitrificacion

Tammann en 1898 investigd por primera vez el proceso de vitrificacion, 60 afos
después Luyet reconocio el potencial de alcanzar un estado libre de hielo durante la

criopreservacion (Kuleshova y Lopata, 2002).

Rall y Fahy (1985) introdujeron la técnica de vitrificacion en la conservacion de
embriones, la cual presenta ventajas respecto a la congelacion convencional; por

ejemplo, no existe formacion de cristales de hielo, mayor rapidez en el procesamiento
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de cada muestra y menor costo por prescindir de maquinas congeladoras
programables; por ello la vitrificacion, es una técnica que estd remplazando a la
congelacion convencional, para conservar embriones in vitro (Petit y Edidin, 1974;

Lehn-tense y Rall 1983).

El estado vitreo se obtiene al enfriar rapidamente un medio liquido, en ausencia de
cristales de hielo y elevada viscosidad (Rall y Fahy, 1985). Esta solucién adquiere un

aspecto amorfo similar al vidrio, del cual toma su denominacién.

Las ventajas de la vitrificacion sobre la congelacion tradicional es que evita la formacién
de cristales de hielo, disminuye el dafio causado por enfriamiento, no requiere de

equipos caros ni sofisticados y es sencilla de realizar (Cando, 2005).

2.6.2. Método convencional o curva lenta

El método de congelacion convencional consiste en tres pasos: 1. Adicion de una a dos
concentraciones molares de glicerol o cualquier otro criopreservador en la suspension
del embrién; 2. Control de la temperatura y almacenamiento de congelacién de la
suspension; 3. Caracterizacion de la secuencia de cambios en el volumen osmotico de
las blastémeras durante el proceso de criopreservacion. Este proceso convencional, se

usa con embriones de bovinos de siete d (Roa et al., 1998).

Los crioprotectores (CRIP) utilizados en esta técnica son permeables, siendo el glicerol
y el etilenglicol los utillizados mas frecuentemente. Durante la fase inicial de
preenfriamiento, los embriones se exponen a la presencia del crioprotector en una fase

gue se denomina de equilibracion. La respuesta inmediata del embrion ante la
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presencia de un crioprotector permeable es una rapida disminucion de volumen por

pérdida del agua intracelular, hasta que se alcanza el equilibrio.

Este fendmeno se debe a la hiperosmolaridad inicial de la solucion extracelular ya que
los embriones son mucho mas permeables al agua que a los crioprotectores; la
contraccion se detiene cuando se alcanza el equilibrio entre la salida de agua y la
entrada del CRIP. A medida que el CRIP penetra en el embridn, éste se expande
gradualmente a causa de una entrada de agua para el mantenimiento del equilibrio
osmotico. La mayoria de los embriones mamiferos se congelan con la técnica
tradicional utilizando crioprotectores permeables, con tasas de congelacién lentas y de

descongelacion relativamente rapidas.

2.7. Transferencia de embriones en ganado bovino

A continuacion se describen algunas investigaciones especificas realizadas con TE con

genotipos similares al CLT y en condiciones tropicales.

2.7.1. Efecto del CIDR sobre la tasa de prefiez en vacas de carne

El centro de produccion agropecuaria de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y el
rancho “El 27” en Tamaulipas, encontraron que con los embriones frescos se
obtuvieron porcentajes de prefiez de 33.3 y 31.2, y con los embriones congelados-
descongelados de 14.2 y 50.0, para los periodos de 7 y 14 d posteriores a la colocacion

del CIDR (Ledezma et al., 2011).
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2.7.2. Produccion y trasplante de embriones congelados de bovinos Criollo Limonero

El Criollo Limonero (CL) de Venezuela es una raza criolla, que como el CLT se
caracteriza por su gran resistencia a las condiciones climaticas del tropico calido,
destacan su fertilidad y su temperamento lechero. Se superovularon 32 hembras elite
en dos periodos, obteniéndose 375 embriones, de los cuales 253 fueron transferibles,
122 no transferibles, ademas se obtuvieron 43 oocitos no fecundados. Se
descongelaron 70 embriones de los cuales 60 (85.7 %) se consideraron transferibles a
receptoras mestizas. De 37 embriones transferidos 18 (48.6 %) resultaron en gestacion

positiva a la palpacion rectal de 40 a 50 d (Gonzales et al., 1997).

2.7.3. Andlisis multifactorial de la tasa de prefiez en programas de transferencia de

embriones en Colombia

En dos localidades de Colombia (Jericd, Antioquia y Montelibano, Cérdoba), se
utilizaron 174 receptoras de dos a seis afos de los genotipos Brangus,
Romo/Angus/Cebli, CeblU/Angus, Blanco Oreginegro/Angus/Cebl,  3*Angus,
Angus/Cebu y otros. Se obtuvieron embriones calidad 1 congelados por curva lenta y
transferidos a 123 receptoras; los embriones calidad 2 y 3 fueron transferidos en fresco
a 51 receptoras, que presentaron cuerpo liteo mayor de 14mm. Las variables
respuesta fueron: diametro de cuerpo IUteo (a través de ultrasonografia), concentracion
de progesterona (determinada a través de una muestra de sangre) y porcentaje de
gestacion (diagnosticada por ecografia a los 60 d). Los porcentajes de gestacion fueron
31% (16 de 51) con embriones frescos y 46 % (57 de 123) con embriones congelados.

(Rodriguez et al., 2007).
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2.8. El agroecosistemay la ganaderia

El concepto de agroecosistema ofrece un marco de referencia para analizar sistemas
de produccién agropecuarios en su totalidad, incluyendo el conjunto de entradas,
salidas y las interacciones entre sus partes. Los agroecosistemas se desarrollan a
partir de la modificacion de un ecosistema con la intervencién del hombre, con el
objetivo de evaluar, analizar y comprender los sistemas de produccion, para dar
soluciones especificas, analizadas, discutidas e implementadas a diversos problemas,
para contribuir en la produccion de alimentos, materias primas, servicios ambientales y

otros satisfactores que la sociedad demanda (Martinez, 2001; Ruiz et al., 2004).

El termino agroecosistema es una palabra compuesta (agro-ecosistema) donde agro
del latin ager significa tierra, suelo como fuente de produccion y ecosistema (oikos
vocablo griego) significa lo que se habita o se hace habitable. Este término lo introdujo
Tansley en el aflo 1935 como el sistema total en el sentido fisico, que incluye el
complejo de organismos y también los complejos factores fisicos que forman el
ambiente del bioma, aunque los organismos parecen ser el interés principal, no se les

puede separar de su ambiente, en el cual forman un sistema fisico (Pérez, 2003).

El enfoque de Agroecosistemas se sustenta en la concepcion de sistemas aplicado a la
agricultura. El enfoque de sistemas es la forma de observar la realidad como un arreglo
de componentes 0 un conjunto de elementos unidos o relacionados dinamicamente,
gue forman y acttan como una unidad llamada sistema (Becht, 1974), demostrando las
propiedades del todo y no solo de sus componentes (Checkland, 1993; Morales et al.,

2004).

16



Dentro de las unidades de estudio intervienen el productor o en casos especiales un
grupo de productores, como componente que toma las decisiones sobre el manejo de
su unidad; inclusive se llega a ver favorecido con la participacion de profesionales,
instituciones, personal relacionada con procesos de produccién, transformacion,
industrializacion y comercializacion de los alimentos para consumo humano,
favoreciendo al productor, la poblacion rural y los consumidores (Martinez et al., 2004;

Ruiz et al., 2004; Ruiz, 2006).

Los agroecosistemas son ecosistemas o unidades ecoldgicas, conformadas por los
componentes bidticos y abibticos, intencionalmente perturbados a través de la
influencia humana, con el propésito de establecer una produccidon agropecuaria,
introduciendo severos cambios en la estructura y funcion de los ecosistemas naturales
(Altieri, 1995; Gliessman, 1995). El agroecosistema esta representado por la finca,
parcela o pequefia propiedad, en relaciébn con su controlador. Considerando a un
agroecosistema desde el nivel de una finca, hasta un grupo de ellas, siempre y cuando
las decisiones del controlador, incidan en el grupo de fincas como una unidad (Morales

et al., 2004).

La ganaderia es un componente importante dentro de los agroecosistemas, ya que es
una actividad fundamental dentro de la industria de alimento, por la produccion de
materias primas que el pais demanda. El sistema de produccion bovina esta inmerso
en el agroecosistema, por estar conformado por diferentes elementos como: el hato
animal, la finca que a su vez es modificada y adecuada para la produccion

agropecuaria, los empleados (directos e indirectos), las instalaciones y el ganadero o
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productor, quien es el tomador de las decisiones para el manejo adecuado de su

sistema de produccion.

En este tipo de sistema de produccion, el ganadero es quien decide las entradas o
insumos que llegaran a beneficiar al sistema, por ejemplo: biotecnologias reproductivas
de ultima generacién como la Inseminacion Artificial y la Transferencia de Embriones,
técnicas de conservacion de embriones y la capacitacion del ganadero y personal que
incursiona dentro del sistema. El conjunto de entradas para el caso de la produccién
bovina, trae como beneficio huevas y mejores generaciones de bovinos genéticamente
superiores que pudieran incrementar la produccion de leche o carne dependiendo de la
orientacion zootécnica de la raza. De igual manera, es de mayor importancia el obtener
un banco de germoplasma in situ de las mejores hembras y sementales bovinos y
llevar un proceso continuo de transferencia de tecnologias que fortalezca e incremente

la produccién dentro de la finca (Figura 1).

El manejo de la finca se hace mas eficiente y el ganadero se beneficia de las salidas de
productos o resultados que se obtienen de los procesos en el sistema de produccion,
por ejemplo: la produccion de leche, la produccién de reemplazos, semen de toros
probados, embriones congelados de vacas elite, sementales y hembras de venta para

pie de cria, becerros y vacas para el abasto.
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Figura 1. Modelo de agroecosistema bovino.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Evaluar dos métodos de criopreservacion de embriones Criollo Lechero Tropical
trasferidos a hembras receptoras puras y mestizas.
3.2. Objetivos especificos
a) Estimar el porcentaje de gestacion para los métodos de criopreservacion.

b) Estimar el porcentaje de gestacion por genotipo de la hembra receptora.

4. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general
Con la criopreservacion de embriones CLT por curva lenta se obtiene un mayor
porcentaje de gestacion en hembras CLT y mestizas, que con la vitrificacion.
4.2. Hipotesis especificas

a) La criopreservacion con el método de curva lenta tiene un mayor porcentaje de

gestacion que la criopreservacion por vitrificacion.
b) Las hembras mestizas tienen un porcentaje mayor de gestacion que las hembras

puras.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el Colegio de Postgraduados Campus Veracruz (CP) y el

rancho “Los Encinos” (OG).

5.1. Localizacion de las areas de estudio

El CP estd ubicado en la carretera federal Veracruz-Xalapa kilmetro 26.5, Predio
Tepetates, Municipio de Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, a 19° 11’ 38" N y 96° 20’
13” O, y una altura de 23 msnm. El area ganadera tiene una superficie de 40 ha, con
relieve irregular con diferencia de altitud de 14 a 19 msnm. El clima es calido
subhimedo, AW:1 (w) (i) g, con temperatura media anual de 26.5 °C y precipitacion
pluvial anual de 1230 mm, distribuida entre los meses de mayo a octubre (Garcia,

1988).

El rancho “Los Encinos” est4 ubicado a 12 km al norte del poblado de Xixila, Municipio
de Olinala Guerrero, en la Region de la Montafia, a 17° 59’ 51” Ny 98° 52’ 08” O y 1284
msnm. El area ganadera cuenta con 100 ha, con pendientes muy pronunciadas y
relieve irregular. Predomina el clima semicalido subhiumedo AwO (w), con temperatura
media anual de 22 °C y precipitacién pluvial media anual de 800 mm, con lluvias

predominantes en los meses de julio a septiembre (Garcia, 1988).

5.2. Manejo de hembras receptoras

En el CP la investigacion inicio el dia 1 de junio de 2013. Se form¢ un lote de 23

hembras receptoras de las cuales se seleccionaron 20 que presentaran ovario ciclando,
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cérvix que permitiera el paso de la pipeta, sin presencia de quistes ovaricos Yy fibrosis
en el tracto uterino. Los genotipos utilizados fueron CLT (n=11) y mestizas (Suizo

Pardo X Cebu, n=9), de 64.8+5.1 meses de edad y 439.2+12.1 kg de peso.

En OG la investigacion inicio el dia 15 de septiembre de 2013. Se formé un lote de 35
vacas multiparas con lactancia mayor de 90 d, de las cuales se seleccionaron 20 como
receptoras considerando los mismos criterios que en CP. Los genotipos en diferentes
proporciones de CLT fueron CLT puro (n=10), mestizas CLT X Holstein (n=5), CLT X
Suizo Pardo (n=3) y CLT X Cebu (n=2) de 92.1+5.2 meses de edad y 382.8+7.1 kg de

peso.

Con base a lo establecido por la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
(IETS por sus siglas en inglés) que menciona que las receptoras deben estar ciclando y
ser reproductivamente sanas (Elsden, 1980; Mapletoft, 1980; Wright, 1981; Mapletoft,
1982), las hembras receptoras se palparon via recto-vaginal en dos ocasiones, para
cerciorase de las condiciones uterinas. El balance nutricional (energia, proteina,
vitaminas, minerales y agua) deben ser adecuados y se mide a través de la Condicion
Corporal (CC). Esta ejerce una influencia marcada sobre las tasas de prefiez, pues las
mejores se obtienen cuando los valores son intermedios, de 2 a 3 (Stroud y Hasler,
2006). La CC fue 2.80+0.01 y de 2.78+0.10 para CP y OG, en la escala de 1(emaciado)

a 5 (obeso) (Houghton et al., 1990).

Las hembras receptoras se desparasitaron con ivermectina al 1 % (Virbamec classic)
aplicando 7 ml por animal via subcutanea y externamente por aspersion con amitraz al

12.5% (Bovitraz).
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Se detectaron calores por dos horas, de 8 a9 y del7 a 18 h. durante un mes, mediante
la observacion de las montas directas, montas fallidas, intentos de monta, presencia de
flujo vaginal y la presencia de sangrado aproximadamente a los tres dias posteriores a

la presencia del celo.

5.3. Alimentacion de las receptoras

En el CP las receptoras pastorearon en potreros de grama nativa (Paspalum spp),
estrella africana (Cynodon plectostachyus) y para (Brachiaria mutica), bajo un sistema
de rotacion. Se proporcioné durante 50 d 1 kg d* animal* de suplemento comercial con
18 % de proteina cruda y agua a libertad. Este grupo de receptoras fueron pesadas
individualmente al inicio del experimento y dos dias antes de la TE con una béascula

digital movil marca True Test.

Las receptoras de OG pastorearon en potreros de grama nativa (Paspalum spp) y
leguminosas locales como el tlahuitol (Lysiloma divaricatum) y el huaje blanco
(Leucaena leucocephala). Por un periodo de 60 d a cada receptora se le suministrd
diariamente alimento concentrado comercial de 18 % de proteina, pollinaza y maiz

molido a razén de 1.5, 1.5 y 0.5 kg. Las receptoras se pesaron 2 dias antes de la TE.

Cada receptora recibié una inyeccion via intramuscular 8 ml de suplemento mineral y
vitaminico de selenio y vitamina E (Mu-Se®) (laboratorio Essex Animal Health
Friesoythe), 15 d antes de iniciar el protocolo de sincronizacion del celo. Se incluyeron
dos dosis de bustafosfan y protector hepatico (Catosal MR con vitamina Bi2)
(Laboratorio Bayer Health Care), inyectando via intramuscular, 10 ml animal? entre los
15y 30 d previo al inicio al programa de sincronizacion del celo.
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5.4. Seleccion de Embriones transferibles

Todos los embriones producidos in vivo, provenian de évulos de hembras puras CLT,
fertilizados con semen de los mejores sementales puros de la misma raza, evaluados
genéticamente positivos para produccion de leche. En el CP fueron seleccionados 20
embriones calidad uno, 10 criopreservados por curva lenta y 10 por vitrificacién. En OG
se seleccionaron 20 embriones calidad uno, nueve congelados por curva lenta 'y 11 por

vitrificacion.

Los embriones criopreservados por curva lenta se alojaron de manera individual en una
pajilla de 0.25 ml, rotulados con datos de la donadora para su identificacion, la raza y
calidad del embrién de 1 (excelente) a 3 (regular). Los embriones criopreservados por
vitrificaciébn se alojaron en cryotops de uno a cuatro, identificados con datos de la

donadora, cantidad y calidad de los embriones.

5.5. Protocolo de sincronizacion del celo

El protocolo de sincronizacion tiene el objetivo de inducir un celo fértil a tiempo fijo y
obtener cuerpos lateos aptos para realizar la TE. El protocolo considerado para el

presente estudio incluy6 estrégenos y progestagenos como se observa en la Figura 1.

El protocolo de sincronizacion de celo, inici6 el dia cero donde las receptoras recibieron
un dispositivo intravaginal liberador de progesterona (P4) (1.9 mg) (CIDR 1900 cattle
insert, DEC Manufacturing N2 Pfizer USA) y se aplico una inyeccién con 2 mg de
benzoato de estradiol (Be2) via intramuscular (Estilbo vitaminado, Laboratorio SYVA

Espafa). El dia 5 se inyecto 400 Ul de eCG (Folligon 1000 U.I. Intervet México) y una
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inyeccion de 5 ml de prostaglandina F2a (PGFzqa) (Lutalyse, Pharmacia & Upjohn, Pfizer
USA). El dia 8 se retird el dispositivo intravaginal y se inyecto 1 mg de cipionato de
estradiol (Ce2) (E.C.P. Pfizer México). El dia 10 se observo la presencia de actividad
relacionada con signos propios del celo y se considero6 el proceso de ovulacion en las
proximas 24 h. El dia 17 previo a la TE se realizé una palpacion rectal para diagnosticar
la presencia de cuerpos luteos en ovarios y determinar con ello el cuerno uterino donde

se deposito el embrion.

0d 5d 8d 10d 17 d
PROGES|TERONA

Ps+Be2 eCG + Pf° Ce2 celo Transferencia de
EMB

Figura 2. Protocolo de sincronizacion de celo para receptoras

5.6. Proceso de Transferencia de Embriones

Los embriones criopreservados por curva lenta se indujo un deshielo o derretimiento
del liquido solidificado a lo que se le conoce como descongelacion, por lo que no fue
necesaria la remocién del crioprotector, por ser de bajo peso molecular se difunde
rapidamente en el medio uterino, lo que cede a la transferencia directa luego de ser
descongelado. El procedimiento consistio en extraer la pajilla del termo con nitrdgeno
liquido, sumergirla en agua a 37 °C durante 30 s, retirar el tapdén del extremo y

colocarlo en el aplicador para su transferencia.

A los embriones vitrificados el paso de reanimacion se le denomina calentamiento,
debido al proceso que solo lleva a cabo cambios de temperatura y no de

descongelamiento del cristal de hielo. La preparacion del embrion para la transferencia
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consistio en utilizar una solucion de calentamiento (SC), compuesta por PBS (Bioniche,
Pharma, Canada) con sustituto de suero sintético (SSS) al 20 % mas sucrosa 1 M
(sigma aldrich); una solucion de dilucién (SD) compuesta de PBS con SSS al 20 % mas

sucrosa 0.5 M y una solucion de lavado (SL), compuesta por PBS y SSS al 20 %.

Se coloco una gota de SC (300ul) en una caja Petri a 37 °C y en otra se colocaron 2
gotas de SD y 3 gotas de SL de 20 pl cada una a temperatura ambiente. El
calentamiento de los embriones se realiz6 destapando el cryotop, se dej6 salir el
nitrégeno y de inmediato se sumergié en SC por 1 min. Posteriormente se colocaron
los embriones en la SD por 2 min en cada gota y por ultimo se expusieron en la SL por
3 min en cada gota (Kuwayama, 2007). Removidos los crioprotectores, el embrién se
cargé en una pajilla de 0.25 ml con solucion PBS y se colocé en el aplicador de

transferencia.

Los procedimientos para la preparacion de los embriones para la transferencia, se
realizaron de acuerdo a la disponibilidad de recursos con que se contaban en
condiciones de campo y no en un laboratorio exprofeso, lo que pudo influir en los

resultados.

Previo a la TE, se verificé la presencia de un cuerpo liteo de didmetro mayor de 1.5 cm
por medio de palpacion recto-vaginal. Esto debido a que el cuerpo luteo actua sobre los
organos genitales de la hembra, es responsable de secretar progesterona, preparar el
Utero para el establecimiento y mantener la gestacion y esta relacionado directamente
con el porcentaje de gestacion de las receptoras (Alila y Dowd, 1991; Tovio, et al.,

2008). Sin embargo, el tamafio, calidad del cuerpo lateo y concentracion de
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progesterona en la sangre no son determinantes en el inicio de una gestacion (Herzog,

et al., 2010; Butler, et al., 2011).

Antes del inicio de la TE se realizé una asepsia a la parte alta de la cola y vulva de
cada receptora para evitar infecciones vaginales, también se aplicé una inyeccién via
epidural de lidocaina (Pisicaina 2 %, PISA, Agropecuaria S.A. de C.V. México) para
evitar contracciones en el tracto uterino de la receptora. Para depositar el embrién se
utilizé un aplicador metélico de transferencia cubierto con una funda estéril, se introdujo
en la vagina pasando por el cérvix mediante manipulacion y guiandolo al cuerno uterino
ipsilateral a la ovulacion, en donde se depositd el embrion (Hafez y Hafez, 2002). El
diagndstico de gestacion se realiz6 mediante palpacion recto-vaginal 50 d posteriores

de la transferencia del embrién.

Se calculé el costo que implicé la TE para CP y OG por receptora, en donde el costo
mas alto fue el embrion ($ 1,500.00) seguido por la compra de alimento comercial y el
costo general de los farmacos utilizados (Anexo 1). Para OG la compra de alimento ($
940.50) fue mayor que en CP ($ 544.50) por las condiciones corporales que

presentaban las receptoras y por estar lactantes (Anexo 2).

5.7. Andlisis estadistico

En el CP los tratamientos se asignaron aleatoriamente a las receptoras de ambos
genotipos, resultando seis embriones para CLT puras y cuatro para mestizas por curva

lenta y cinco vitrificados en receptoras CLT puras y cinco en mestizas.
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En OG la asignacion aleatoria de los tratamientos a las receptoras de ambos genotipos
resultaron, en cuatro embriones por cuerva lenta en receptoras CLT puras y cinco con
mestizas, para embriones vitrificados seis en receptoras CLT puras y cinco en

mestizas.

Las variables de respuestas fueron:

e Porcentaje de gestacion por genotipo (CLT puro y Mestizo) y tratamiento (curva
lenta y vitrificacion)

e Tamafo del cuerpo luteo por genotipo (1 pequefio, 2 mediano y 3 grande)

El analisis de la frecuencia de los datos se realizé con la estadistica de Ji-cuadrada

(SAS, 2008).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
No se encontraron efectos significativos del método de criopreservacion y del genotipo
de las receptoras (p>0.05) en el porcentaje de gestacion, tanto en el CP como en OG.
Los porcentajes de gestacion por el método de criopreservacion fueron 10 % (1/10) y
20 % (2/10) para curva lenta y vitrificacion (Figura 2) y el porcentaje de gestacién por
genotipo fueron 27 % (3/11) y 0 % (0/9) para receptoras CLT puras y mestizas en el

CP.

20%

10%

0% 0%
CLT Mestizas
Figura 3. Porcentaje de gestacion con embriones CLT por vitrificacién (¥) y por curva

lenta ("), con el genotipo de la receptora CLT: Criollo Lechero Tropical y
mestizas en CP.

Los porcentajes obtenidos en OG por el método de criopreservacion fueron de 11 %
(1/9) y 27 % (3/11) para Curva lenta y vitrificacion respectivamente (Figura 3) y el

porcentaje de gestacion por genotipo fueron 30 % (3/10) y 10 % (1/10).
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27%

1%

0% 0%
CLT Mestizas

Figura 4. Porcentaje de gestacion con embriones CLT por vitrificaciéon (*%) y por curva
lenta ("), con el genotipo de la receptora CLT: Criollo Lechero Tropical y
mestizas en OG.

Las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas (p>0.05). Sin
embargo, se observd una tendencia consistente a mayor porcentaje de gestacion para
la vitrificacién y receptoras puras CLT. Se tuvieron totales como sigue: 2/19 -10.5 %,
aproximadamente una cuarta parte de lo reportado en la literatura por curva lenta y
5/21 -23.8 %, aproximadamente la mitad de lo reportado en la literatura por vitrificacion.
Por genotipo fueron: 6/21 -28.6 %- puras y 1/19 -5.3 %- mestizas. La vitrificacion fue
5/2 mas del doble que la curva lenta, las puras fueron 6/1, seis veces mas que las

mestizas.

Los porcentajes de gestacién obtenidos fueron bajos, en comparacion a 48.6 % en
embriones criopreservados por curva lenta y transferidos a receptoras mestizas Cebu X
razas lecheras en Venezuela (Gonzalez et al. 1997), 33.2 y 13.9 % de gestacion en
condiciones templadas y en época calida respectivamente en vacas receptoras

Holstein lactantes, con tres ordefios por dia en el altiplano central de Aguascalientes,
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México (Lozano et al. 2010), en donde sefiala que el estrés caldrico afecto la viabilidad

embrionaria y el medio ambiente materno para el establecimiento de la gestacion.

Bényei et al. 2006 obtuvieron 41 % de gestacion en receptoras cruza de Bos indicus X
Bos taurus con embriones Holstein congelados por curva lenta en condiciones
tropicales de Brasil, 49 % y 54 % de gestacion en receptoras Angus y Brahaman, con
embriones de la raza Romosinuano y Brahaman realizado en Brooksville, Florida USA,
donde la edad de las receptoras utilizadas y la calidad del embrion afectaron el
porcentaje de gestacion (Chase et al. 2009). Youngs (2011), con el método de curva
lenta en bovinos obtuvo 45% de gestaciones con embriones producidos in vitro. Los
porcentajes de gestacion obtenidos con la aplicaciéon del método de curva lenta con
embriones CLT fueron menores que los reportados por otros autores (Gonzélez et al.
1997, Bényei et al. 2006, Chase et al. 2009, Youngs 2011) y similares a lo reportado
con Lozano et al. (2010), debido a las condiciones de estrés calorico que se presentan

en el area de estudios del CP.

La TE en CP se realizé en la época calida en el mes de junio y julio, con temperatura
media de 34.4 °C durante los dias de transferencia, por lo que el estrés calérico pudo
afectar la viabilidad del embrion disminuyendo el porcentaje de gestacion (Lozano et al.
2010), en comparacion de OG que se transfirio en el mes de octubre con un
temperatura media de 22.5 °C durante los dias de transferencia; sin embargo, Oyuela &
Jiménez (2010) mencionaron que factores como el manejo de las receptoras en la
ordefia y en las instalaciones ganaderas, golpes en exceso al animal, deficiente
suplementacién mineral y alimentacion (Thatcher et al. 2001; Stroud & Hasler 2006)

pueden afectar los resultados en el porcentaje de gestacion de la TE.
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En la criopreservacion por Vvitrificacion, se utilizan soluciones acuosas muy
concentradas de agentes crioprotectores que impiden la formacion de cristales de hielo
durante su enfriamiento, por lo que se considerar como un método mas avanzado a la
criopreservacion por curva lenta. El porcentaje de gestacion con embriones producidos
in vivo y congelados por vitrificacion es 10 % menor al que se obtiene con la

transferencia de embriones frescos (Hasler 2014).

En diversos estudios con embriones vitrificados se obtuvieron porcentaje de gestacién
de 55 % en vaquillas receptoras Holstein en el valle de San Joaquin, California Estados
Unidos, transferidas en verano (mayo-septiembre) e invierno (Octubre-Abril) alojadas
en corrales abiertos y con un sistemas de refrigeracion, justificando que mitigar los
efectos del estrés caldrico deben aumentar el porcentaje de gestaciéon (Chebel et al.
2008), 64.9% en receptoras novillas de 15-18 meses de edad de la raza Holstein, con
temperaturas media de 12.2 °C (Octubre-Abril) y 17.3 °C (Mayo-Septiembre) en Espafia
(Hidalgo et al. 2004), 45 % con vacas receptoras adultas de 4 a 6 afios de edad raza
Polled Herford en Buenos Aires Argentina (Martinez y Valcarcel 2008) y 34.5 % en
Brasil en receptoras Holstein lactantes (Rodriguez et al. 2010). Los resultados
obtenidos en este estudio son inferiores a lo reportados por los autores citados, aunque
estos trabajos fueron realizados con ganado Holstein especializado en leche y Polled-
Herford en carne, con un gran numero de receptoras que van desde 275 a 1183, la

edad y las condiciones climaticas donde se realizaron las investigaciones.

Dochi et al. (2008) indicaron que las vaquillas son las receptoras mas adecuadas, por

tener menor incidencia de estrés nutricional, enfermedades uterinas y problemas post-
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parto; un mayor niumero de vaquillas responden al tratamiento de sincronizacién con

progesterona y quedan prefiadas después de la TE (Stroud & Hasler 2006).

Los menores porcentajes de gestacion obtenidos en el presente estudio pueden estar
relacionados a factores endocrinos, celulares, moleculares (Fuentes y de la Fuente
2007) o ambientales por estrés calorico (Putney et al. 1989; Hernandez et al. 2004),
aunque las hembras CLT podrian ser menos sensibles a condiciones adversas de
temperatura y humedad relativa altas, atribuibles a su proceso de naturalizacién a los

climas célidos tropicales de América (Paricote 2000; Santellano et al. 2011).

La calidad y el desarrollo del embrion ejercen una marcada influencia sobre los
resultados de la TE. Una mérula transferida resulta en menor porcentaje de prefiez que
cuando se transfiere un embrion es estadio mas avanzado (Looney et al. 2006). Hasler
(2001) encontrd porcentajes de gestacion estadisticamente diferentes para embriones
calidad 1 (73.2 %), 2 (68.3 %) y 3 (56.3 %), pero no indicé diferencias entre diversos
estadios de desarrollo. El porcentaje de gestacion es mayor cuando se transfiere
embriones de calidad excelente y de mayor desarrollo (blastocitos) (Oyuela & Jiménez

2010).

De las 20 receptoras en el CP, ocho (40 %) presentaron cuerpo luteo calidad tres y
ocho (40 %) calidad dos, con diametros superiores a 1.5 cm, tamafio considerado
optimo para realizar la TE; cuatro receptoras (20 %) presentaron cuerpos luteos calidad
uno, cuyo diametro fue inferior a 1.5 cm, tamafio no apropiado para hacer la
transferencia (Figura 4); sin embargo a las 20 receptoras se le transfirieron los

embriones.
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40% 40%

20%

CLT Y MESTIZAS

Figura 5. Porcentaje de la clasificacion de cuerpos liteos calidad tres (™), dos () y
uno (m=) en el genotipo CLT: Criollo Lechero Tropical y mestizas en CP.

El lote de receptoras en OG se conformé de 34 vacas, de estas, 20 (57 %) presentaron
cuerpos lateos Optimos para realizar la TE. De la selecciéon de las receptoras, nueve
(45 %) presentaron cuerpos luteos calidad tres y once (55 %) calidad dos, con diametro

superior a 1.5 cm (Figura 5).

55%

45%

0%
CLT Y MESTIZAS

Figura 6. Porcentaje de la clasificacion de cuerpos liteos calidad tres (*), dos () y
uno (mm) en el genotipo CLT: Criollo Lechero Tropical y mestizas en OG.
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La estructura més grande de un cuerpo liteo mantiene la produccion de progesterona
gue a su vez propicia un mayor porcentaje de gestacion después de la TE (Drost et al.
1999; Baruselli et al. 2010); sin embargo, otras investigaciones sefialan que no existe
correlacién positiva entre el tamafio de cuerpo lateo y la concentracion de progesterona
con el porcentaje de gestacion en las receptoras (Remsen & Roussel 1982; Hasler et

al. 1987; Looney et al. 2006; Hasler 2014).

Baruselli et al., (2000) encontraron 85 % (132/156) de cuerpos luteos de 18.5£0.4 mm
en receptoras Cebu mestizas con diferentes grado de encaste en el tropico céalido de
Brasil; tamafio superior a los encontrados en este estudio. En vacas lactantes
receptoras Holstein en California, Estados Unidos se obtuvieron 82.9 y 80.2 % de
cuerpos luteos Optimos para TE (Chebel et al., 2008); valores superiores a los

encontrado en el presente estudio para OG y similares a los encontrados en el CP.

El cuerpo lateo presente al momento de la implantacion de embrién juega un papel
importante en los resultados de la TE, se espera que secrete suficiente cantidad de
progesterona para el mantenimiento de la prefies (Oyuela y Jiménez, 2010). Diferentes
autores han buscado optimizar este factor mediante el uso de hormonas con la
Gonadotropina Crénica equina, Gonadotropina Crénica Humana, Hormona Liberadora
de Gonadotropina y Hormona Luteinisante en protocolos de sincronizacion, para
asegurando la formacion de un cuerpo liteo de buen tamafo o estimulando la

formacion de varios ( Binelli et al, 2001; Nasser et al., 2004; Nogueira et al., 2004).
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Es importante resaltar que la utilizacion de tratamientos hormonales tiene efectos
benéficos en cuanto a la eficiencia de la sincronizacion, favoreciendo el porcentaje
mayor de receptoras aptas al momento de la transferencia. En las dos areas de
estudios se seleccionaron las receptoras que tuvieran un cuerpo lateo mayor a 1.5 cm
de didmetro en el momento de la transferencia, para asegurar la gestacion, pero no se
midié la concentracibn de progesterona en suero sangre para reafirmar esta

investigacion.
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7. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Este apartado se presenta la contrastacion de las hipotesis de acuerdo a los resultados

de la presente investigacion.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) entre los tratamientos y el genotipo de las receptoras en las dos areas de
estudio. Las hipétesis especificas planteadas indican que con la criopreservacién con el
método de curva lenta tiene un mayor porcentaje de gestacion que la criopreservacion
por vitrificacién y que las hembras mestizas tienen un porcentaje mayor de gestacién
que las hembras puras. En virtud de los resultados obtenidos, ambas hipétesis se

rechazan.

La hipétesis general planteada indica que la criopreservacién de embriones CLT por
curva lenta se obtiene un mayor porcentaje de gestacion en hembras CLT y Mestizas,
que con la vitrificacion. De acuerdo al sustento indicado en las hipotesis especificas, la

hipétesis general se rechaza.
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8. CONCLUSIONES

Los porcentajes de gestaciones fueron similares entre tratamientos y bajos comparados
con otros genotipos. El método de criopreservacion y el genotipo de las receptoras, no
influyeron en el porcentaje de gestacion para obtener diferencias significativas, esto
probablemente se debié al niUmero pequefio de repeticiones utilizado en el estudio. Sin
embargo, se observé una tendencia consistente de mayor porcentaje de gestacion para
el método de vitrificacion y en receptoras CLT puras, por presentar un mayor nimero

de cuerpos luteos éptimos para realizarles TE.

Se desconocen cuéles son los factores que pudieron influir en el bajo porcentaje de
gestacion. Se sugiere continuar con estos estudios, con la inclusién de factores
relacionados con la endocrinologia, fisiologia reproductiva de las receptoras y el
seguimiento de los cambios en el embrion durante su maduracién para asegurar su

viabilidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Gastos generados por receptora en Olinala Guerrero

. cantidad de
Precio
Producto unitario producto costo de producto por
) usado por donadora ($)
receptora

Virbamec Classic 1 L 1, 092.00 7 ml 15.2
catosal 500 ml 755.00 20 ml 60.4
mu-se 100 ml 430.00 8 ml 34.4
folligon 5000 UI 920.00 400 UI 55.2
lutalize 30 ml 130.00 5 ml 22
CIDR 1,548.00 1 dispositivo 154.8
alimento kg 242.00 3.5 kg 940.5
benzoato de E2 100 ml 140.00 2 ml 14
cipionato de E2 20 ml 85.00 0.5 ml 4.2
agujas 98.00 10 9.8
jeringas 5.00 8 40
xilocaina 50 ml 36.00 5ml 3.6
funda p/transferir pg/5 232.68 1 46.5
alcohol 1 L 19.5 200 ml 5
servitoallas pg/2 19.00 1 19
yodo espumoso 4L 260.00 100 ml 5.2
yodo solucion 4 L 260.00 100 ml 5.2
costo de Embrion 1,500.00 1 1500
transferencia 700.00 1 700

Total $3,634.8
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Anexo 2. Gasto generado por receptora en el Colegio de Postgraduados

Precio cantidad de costo de producto
Producto o producto usado
unitario $ por donadora ($)
por receptora

Virbamec Classic 1 L 1,092.00 7 ml 15.3
catosal 500 ml 755.00 20 ml 60.4
mu-se 100 ml 430.00 8 mi 34.4
folligon 5000 UI 920.00 400 Ul 55.2
lutalize 30 ml 130.00 5ml 21.7
CIDR 1,548.00 1 dispositivo 154.8
alimento kg 242.00 1 kg 544.5
benzoato de E2 100 ml 140.00 2 ml 14.0
cipionato de E2 20 ml 85.00 0.5 ml 4.3
agujas 98.00 10 9.8
jeringas 5.00 8 40.0
xilocaina 50 ml 36.00 5ml 3.6
funda p/transferir pg/5 232.68 1 46.5
alcohol 1 L 19.50 200 ml 5.0
servitoallas pg/2 19.00 1 19.0
yodo espumoso 4L 260.00 100 ml 5.2
yodo solucion 4 L 260.00 100 ml 5.2
costo de Embrion 1,500.00 1 1,500.0
transferencia 700.00 1 700.0

Total $3,238.84
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