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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en el departamento de La Paz, en el Municipio de Taraco
de la provincia Ingavi con el objetivo de validar la transferencia de embriones en ovinos
criollos (Ovis aries). Para ello se utilizaron 19 hembras criollas (4 donadoras y 15
receptoras), estas fueron seleccionadas con una condicion corporal de tres, multiparas
y que no presenten problemas reproductivos. El protocolo para las receptoras inicié con
la colocacion de las esponjas intravaginales por 11 dias mas una dosis de eCG al
momento de removerlo. Para la multiovulacién en las donadoras de igual forma se inicio
con la aplicacién de las esponjas y a su retiro una dosis de eCG, la aplicacion de FSH
consistio en siete dosis decrecientes a partir del noveno diay la fertilizacion fue por monta
natural. EI 100% de las donadoras y receptoras presentaron celo. La colecta embrionaria
de las ovejas donadoras se realizé el dia siete después de la fertilizacion. Para la
observacién de los cuerpos luteos, lavado de los embriones y la transferencia se realizd
un procedimiento quirdrgico en la regidon medio ventral de la oveja. El promedio de
cuerpos luteos encontrados en las ovejas donadoras fue 5.5+2.17 y 1.75+1.47 de
embriones encontrados, su clasificacion se evaluo en base a sus aspectos morfologicos
con 10X y 40X observando siete embriones viables, cuatro blastocistos y tres mérulas
de primer y segundo grado. El diagndstico de gestacion se realizd con la presentacion
del celo en hembras detectado por los machos, a partir del dia 15 al 20 posterior a la
transferencia embrionaria, repitiendo la misma accién del dia 30 al 37, donde cuatro
ovejas retornaron al celo y tres hembras se encontraban en gestacion, lo que equivale a
un 42.86% de prefez, las pariciones fueron normales y no presentaron problemas de
distocia. La respuesta al protocolo por parte de las ovejas criollas tuvo diferencias en la
cantidad de cuerpos lateos encontrados en cada ovario detectandose en dos hembras
donantes que no existia respuesta al tratamiento de multiovulacién en el ovario izquierdo

y por consecuencia en la cantidad de embriones.

Palabras clave: Ovinos criollos, multiovulacién, transferencia de embriones,

reproduccion.



TRANSFER OF EMBRYOS IN CREOLE SHEEP (Ovis aries) IN THE TARACO
COMMUNITY

ABSTRACT

The present work was carried out in the department of La Paz, in the community of Taraco
with the objective of validation of the transfer embryos in Creole sheep (Ovis aries). Used
19 creole females were used (4 donors and 15 receptors), these were selected with a
body condition of three, multiparous and that did not present reproductive problems. The
protocol for the receptors began with the placement of the intravaginal sponges for 11
days and upon removal, and eCG dose was performed. The multiovulation in the donors,
the same way began with the placement of the sponges, a dose of eCG to the removal
of the sponges and seven decreasing doses of FSH were applied, the fertilization was by
natural mate, the donors and receptors 100% showed heat. The embryo collection of the
donor ewes was carried out on day seven after fertilization. The observation of the luteal
corpus, washing of the embryos and the transfer, a surgical procedure was performed in
the mid-ventral region of the sheep. The average of the luteal corpus found in the donor
eweswas 5.5+ 2.17 and 1.75 + 1.47 of embryos found, their classification was evaluated
based on their morphological aspects observed to microscopal incrase with 10X and
40X, seven viable embryos, four blastocysts and three first and second morula grade.
The pregnancy diagnosis was made with the presentation of heat in females detected by
males, from day 15 to 20 after the embryo transfer, repeat the same action from day 30
to 37, where four ewes returned to heat and three females. They were in gestation, which
is equivalent to 42.86% of pregnancy, the deliveries were normal and they did not present
dystocia problems. The response to protocol by the creole sheep had differences in the
number of luteal corpus in each ovary, detecting in two donor females that there was no
response to multiovulation treatment in the left ovary and consequently in the number of

embryos.

Keywords: creole sheep, multiovulation, embryo transfer, reproduction



1. INTRODUCCION

La oveja doméstica ha estado asociada al hombre desde tiempos remotos, la llevo a ser
una de las primeras especies de mamiferos en ser domesticada por su contribucién tanto

en la alimentacion (carne, leche) como en la proporcion de lana (Gordon, 1997).

A nivel mundial, en el sector de ganado ovino hay 1.209.467.079 cabezas distribuidos en
las diferentes areas, China ocupa el primer lugar con 164.079.093; Peru cuenta con
11.331.908, Ecuador con 355.897 y Bolivia con 7.493.000 cabezas de ganado ovino,
guedando por debajo de Perl y estd sobre Ecuador. (FAOSTAT, 2018), en Bolivia el

departamento de La Paz ocupa el 30% de cabezas de ganado ovino (Oviedo et al., 2007).

La crianza de ovinos en las diferentes regiones del pais no ha cambiado notoriamente,
la mayoria de los productores siguen con los sistemas de crianza tradicional (Oviedo et
al., 2007); siendo asi, que la cria de ganado ovino criollo responde al objetivo de ahorro
familiar a corto plazo, esto quiere decir que de acuerdo a las necesidades la familia se

realiza la venta de sus animales (Rios, 1993).

En los ultimos afos las biotecnologias reproductivas (la ovulacion multiple, inseminacion
artificial, transferencia de embriones y otras técnicas) han cobrado interés de los
productores debido a los beneficios productivos y sanitarios; estas a su vez permiten
aumentar la productividad de las especies domésticas, asegurar la conservacion de los
recursos geneéticos, difundir material genético de alto valor comercial y reducir riesgos en
la transmision de enfermedades, debido a que en los primeros estadios de su desarrollo
los embriones presentan una proteccidén natural contra los agentes infecciosos y son

resistentes (Lopez, 2004).



1.1 Antecedentes

Los productores que abastecen alimentos ya sean de origen animal o vegetal a la
poblacién, cada vez estdn mas interesados en mejorar su produccién con el uso de las
biotecnologias, las cuales estan revolucionando a nivel mundial y desde hace varios afios

atras.

La biotecnologia en la reproduccién animal es un claro ejemplo de aquello, los
productores pecuarios en el pais emplean el uso de la inseminacion artificial a tiempo fijo

(LA.T.F.), la transferencia de embriones y otras técnicas.

El potencial en la poblacién de animales en el Altiplano boliviano son los ovinos y los
camélidos, que representan la mayor cantidad de nimero de cabezas en el pais, con el
tiempo, se van mejorando la produccion de estos animales mediante el buen manejo
animal, sanidad, mejora en las infraestructuras, la alimentacion, bienestar animal y la

reproduccion con el uso de las biotecnologias.
1.2 Justificacion

A medida que los afios pasan, las necesidades de una mejor alimentacion y nutricion de
nuestra poblacion aumentan, estos requieren de altos niveles de productos como las
proteinas de origen animal, en este sentido los productores pecuarios se ven en la
obligacion de mejorar sus técnicas reproductivas y con ello incrementan sus ingresos
econdmicos. Por el cual se busca nuevas técnicas de mejora en la produccion de ovinos,
por lo que se propone implementar nuevas biotecnologias reproductivas para cubrir el

déficit en la produccion de nutrientes de origen animal.

En Bolivia, existe poca experiencia con relaciéon a la Ovulacién Mdltiple y la Transferencia
de Embriones (MOET), esto por el uso de las biotecnologias y el costo de la produccion
de embriones in vivo o in vitro. Por otro lado esta el comportamiento reproductivo de los

ovinos criollos ya que estas perdieron el ciclo estacional.



2. OBJETIVOS
2.1Objetivo general

e Validar la transferencia de embriones en ovinos criollos (Ovis aries) en la

Comunidad Taraco.
2.20bjetivos especificos

e Evaluar la respuesta al protocolo de multiovulacién en cada uno de los ovarios.
e Evaluar y cuantificar el numero de embriones colectados por la técnica de
laparotomia.

e Determinar el porcentaje de gestacion por efecto de la transferencia.
2.3Hipotesis

e HO: Con el protocolo de multiovulacion no se encontraron embriones viables en

ovejas criollas.
3. MARCO TEORICO
3.1 Anatomia, comportamiento reproductivo y endocrinologia de lahembra ovina
3.1.1 Anatomiay funcién del aparato reproductor de la hembra ovina
a. Ovarios:

Se encuentran suspendidas en la regién sub lumbar por el ligamento ancho, producen
los 6vulos y las hormonas sexuales femeninas (estrogeno y progesterona), el ovario
ovino esta formado por una pared externa, “corteza” y “médula”, ambas estan rodeadas
por un epitelio superficial conocido como epitelio germinal (Hafez, 1993). Posee
funciones exocrinas (liberacion de 6évulos) y endocrinas (formacion de esteroides
hormonales), miden entre 1,3 a 1,9 cm, ademas tiene capacidad de responder a

hormonas adenohipofisiarias (Boeta y col., 2018).

e Corteza: Contiene los foliculos ovéricos que se desarrollan hasta liberar los 6vulos
y los cuerpos luteos responsables de mantener la gestacibn o ambos, en
diferentes etapas de formacién o regresion (Hafez, 1993). Se divide en varias

porciones, la tunica albuginea que es una capa densa de tejido conectivo y la



corteza propiamente dicha constituida por foliculos en diferentes estadios en
desarrollo, asi como por estructuras derivadas de los foliculos, como cuerpos
hemorragicos, luteos, corpus albicans y foliculos atétricos (Boeta y col., 2018).
Médula: Compuesta de vasos, nervios y el tejido conjuntivo costituida por vasos
sanguineos, nervios y vasos linfaticos, los cuales ocupan completamente la
porcion central del ovario (Boeta y col., 2018).

Posicién de los ovarios: El tamafio, forma y posicién e los ovarios varian de
manera considerable durante la vida de la oveja, estos cambios se deben al
crecimiento de los foliculos productores de gametos y asi también la
transformacion de estos en glandulas temporales cuya funcién en mantener la
gestacion (Boeta y col., 2018).

Formacion y maduracion folicular: Las células germinales ocupan la superficie
de la génada en desarrollo desde las fases tempranas del desarrollo embrionario.
En el ovario, las células primordiales se agrupan constituyendo las ovogonias; el
dearrollo de foliculo quedara detenido hasta la pubertad (Hafez, 1993). El foliculo
primario se desarrolla a partir del primordial con varias capas de células foliculares
rodeando al ovocito, estas adquieren forma cuboidal transormandose en células
de la granulosa, es en esta etapa cuando el ovocito se rodea de una capa clara
de material extracelular, que es la zona pellucida (Boeta y col., 2018). El foliculo
primario empezara a formar una cavidad, el antro, con lo que quedara
transformado el foliculo secundario; el antro es un espacio lleno de fluido. El
foliculo se encuentra rodeado de células del estroma modificadas llamadas teca
folicular, la cual esta constituida por teca interna y teca externa, cuando el foliculo
se rompe al momento de la ovulacion, el évulo rodeado de su corona radiada y el
liquido folicular son expulsados hacia las porciones superiores del oviducto, las
células que han permanecido en el foliculo colapsan hacia la cavidad central, la
cual ha sido llenada de sangre, constituyendo el cuerpo hemorragico (Boeta y col.,
2018).

Cuerpo luteo: Esta constituido por células tecales y de la granulosa
hipertrofiadas, los espacios seran llenadas por tejido conectivo y capilares

sanguineos, este cuerpo tendra la funcién de secretar progesterona en forma de
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granulos por las células luteinicas hasta el momento de involucionar (Hafez,
1993). Si no hay fecundacion, el cuerpo amarillo sufre regresion, lo cual permite
que otros foliculos ovéaricos grandes maduren, a medida que sus células
degeneran, el érgano completo disminuye de tamafio, adquiere color blanco o
pardo palido y recibe el nombre de corpus albicans, que no es mas que la cicatriz
fibrosa dejada por el cuerpo luteo (Boeta y col., 2018).

b. Oviductos:

Estan suspendidos en la mesosalpinx que es un pliegue peritoneal derivado de la parte

lateral del ligamento ancho, puede dividirse en tres segmentos funcionales:

El infundibulo (abertura abdominal en forma de embudo cerca del ovario) que
tiene un area superficial de 6 a 10 cm?.

La ampolla (dilatada y mas distal) que ocupa aproximadamente la mitad de la
longitud del oviducto y es el lugar donde ocurre la fecundacion.

El istmo (que se conecta con la luz uterina) (Galina, 2008), sus funciones son el
transporte de 6vulos y espermatozoides; proporciona un medio 6ptimo para la
union de los gametos, donde ocurren las primeras divisiones celulares del
embrion, los embriones permanecen en el oviducto unos tres dias antes de ser
transportados al Utero, este ambiente es tanto nutritivo como protector para
espermatozoides, oocito y embrion subsecuente (Hafez, 1993).

c. Utero:

Conformado por el cuerpo del Utero, el cérvix y los dos cuernos uterinos que miden

alrededor de 10 a 12 cm. En ovinos el epitelio uterino tiene varias carinculas, ambos

lados del uUtero estan unidas a las paredes pélvica y abdominal por el ligamento ancho

del cual recibe su aporte sanguineo y nervioso; este érgano esta formado por tres capas

musculares: endometrio, miometrio y adventicia (serosa) (Galina, 2008). El utero realiza

varias funciones, su principal funcidn es retener y nutrir al feto o embrion, transporte de

espermatozoides desde el sitio de eyaculacién hasta el sitio de la fecundacién en el

oviducto y regulacion del funcionamiento del cuerpo amarillo, después de la implantacion,

el desarrollo del embrion depende del suministro vascular adecuado dentro del

endometrio, el Gtero es capaz de experimentar cambios de tamafo, estructura y posicion
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para satisfacer las necesidades del producto en crecimiento, después del parto, el utero
casi recupera su tamafio y condicion previos por un proceso llamado involucién (Hafez,
1993).

d. Cuello uterino o cérvix:

Es el 6érgano que separa el utero de la vagina, mide 2,5 a 5,0 cm de largo, el extremo
vaginal del cérvix se ubica centralmente en el trasfondo vaginal presentando distintas
formas, lo que junto con su estrechez significa la principal dificultad en la Inseminacion
Artificial (Hafez, 1993).

Es una estructura parecida a un esfinter, érgano fibroso formado por tejido conjuntivo
predominantemente y pequefias cantidades de tejido muscular liso, se caracteriza por
una pared gruesa y tienen bordes transversales o alternados en espiral, llamados los
anillos cervicales estos anillos son prominentes y se adaptan unos con otros cerrando
perfectamente el cuello, la funcién principal es prevenir la contaminacion del Utero de
agentes patégenos externos, sirve ademas como reservorio para el semen después de
la monta natural (Hafez, 1993). Durante el estro esta estructura se dilata debido a los
altos niveles de estrogeno, asi mismo ocasionan que las células epiteliales del cérvix
secreten moco con propiedades antibacterianas para proteger el Gtero, en la gestacion
este moco se torna mas denso, formando un tapon de consistencia gelatinosa que sella
y protege el utero hasta el final de la gestacion (Hafez, 1993). Cualquier mala practica
gue ocasione la ruptura de este sello protector puede ocasionar un eventual aborto y la
Unica vez en que el cuello uterino esté abierto es antes del parto, en este tiempo el tapén
cervical es licuado y el cuello uterino se dilata para permitir la expulsion del feto y las

membranas fetales (Boeta y col., 2018).
e. Vagina:

Se extiende desde el orificio externo del cuello uterino hasta la desembocadura de la
uretra, en la oveja mide de 10 a 15 cm, su pared consta de un epitelio superficial, una
capa muscular y una serosa, el crecimiento del epitelio vaginal se acelera durante el estro
(celo) y la descamacion se presenta al final del estro o al principio del metaestro. Aunque
la vagina no contiene glandulas, sus paredes estan lubricadas por trasudados del epitelio
vaginal, moco cervical y secreciones endometriales, el angosto conducto vaginal, el
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medio microbiolégico y bioquimico de la vagina protegen las vias reproductivas

superiores contra microorganismos invasores (Boeta y col., 2018).

La vagina, tiene multiples funciones en la reproduccion, es el 6rgano de la copula donde
se deposita y coagula el semen hasta que los espermatozoides son transportados por
medio de macromoléculas del moco cervical hacia el Utero y posteriormente a los
oviductos, sirve ademas como canal del parto, la disposicién de la musculatura vaginal
de tipo rugoso permite la distension de la vagina durante el apareamiento y el parto, estas
funciones se favorecen por varias caracteristicas fisiologicas propias de la vagina como

contraccién, expansion, involucion, secrecion y absorcién (Hafez, 1993).
f. Genitales externos:

Esta el vestibulo donde su union con la vagina esta marcada por el orificio uretral externo,
el vestibulo secreta un liquido viscoso gracias a las glandulas de Bartholin; también estan
los labios mayores y menores que son visibles del aparato reproductor de la hembra,
estd formado por los labios vulvares izquierdo y derecho, tiene la funcién de aislar la
vagina del exterior; y el clitoris que esta compuesto de tejido eréctil cubierto de epitelio
escamoso estratificado con abundantes terminaciones nerviosas sensoriales (Boeta y
col., 2018).

3.1.2 El ovino criollo

Los ovinos criollos son animales adaptados en diferentes zonas agroecoldgicas, estos
provienen de la descendencia de los ovinos traidos por los espafioles. Sus principales
caracteristicas son de alta rusticidad, mediana prolificidad, bajo nivel productivo de lana
y carne, el promedio de peso vivo es de 20 kg para ovejas y 30 kg para carneros, el peso
de vellén promedio es de 1,5 kg, actualmente es la raza ovina de mayor poblacion en el
pais. El ganado ovino criollo esta aclimatado en las diferentes ecorregiones (Altiplano,
valles y tropico), posee genes fundamentales para el tema de mejoramiento genético,
por su rusticidad en las pésimas condiciones de alimentacion (Ulloa y col., 2009).



3.1.3 Comportamiento reproductivo de los ovinos criollos

El anestro estacional durante la lactancia dura aproximadamente 107 dias, el
comportamiento que demuestra la borrega criolla en celo es bastante discreto en relacién
con otras especies y razas, es imperceptible si no hay presencia de macho. Cuando la
borrega esta en celo y tiene en presencia al macho el comportamiento es apreciable, se
coloca cerca de él, practicamente lo busca, el macho mueve la cola y voltea
frecuentemente, cuando éste detecta que la hembra esta en celo, comienza a cortejarla,
acto que consiste en seguirla, emitiendo sonidos caracteristicos. Manotea las partes
laterales de la borrega con uno de sus miembros anteriores, apoya la cabezay el cuerpo
en la borrega, olfatea los genitales de la borrega, levanta la cabeza y constrifie los belfos
superiores, hasta que finalmente, apoyado en los miembros posteriores da un salto sobre
la borrega colocando los miembros anteriores sobre el dorso y una vez que ubica la
entrada vulvar después de varios intentos introduce con fuerza el pene acompafiado de
eyaculacién simultanea, luego de ello el carnero desciende y queda tranquilo para luego

miccionar (Delgado y Urviola, 2005).

3.1.4 Ciclos reproductivos de los ovinos

e Las poliéstricas estacionales: Segun Cruz (2018), su estacionalidad esta regida
por el fotoperiodo, donde su percepcion se hace a través de la secrecion de la
melatonina para medir la duracién del dia (horas luz), esta es secretada durante
la fase oscura, una larga duracion de la secrecion se interpreta como un dia corto
y estimula la actividad ovarica, de modo que sus crias nacen en la época mas
favorable del afio (la primavera), lo que provocd que evolucionara un patron
reproductivo anual. Aunque los machos son capaces de cubrir durante todo el
afo, fuera de la estacion reproductiva se registra una falta de libido y una
disminucioén en la produccion y la calidad espermatica (Thimonier, 2003). Arroyo,
(2011) también resalta que hay una clara estacionalidad reproductiva observada
en ovejas de razas europeas, esto ocurre a pesar de que las hembras se

encuentran en una region cercana al ecuador.
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e Las que perdieron el ciclo estacional: Se mencionan a las ovejas criollas,
existen estudios que infieren que las ovejas originarias de latitudes iguales o bajas
al ecuador carecen de estacionalidad reproductiva (poliéstrica anual) debido a su
capacidad para tener dos partos durante el afio (Balcazar y col.,2018). Asi también
Delgado y Urviola, (2005) realizaron investigaciones que determinaron que la
mejor época para el empadre se encontraba entre el 15 de marzo y el 15 de abril,
también resaltaron que en los rebafios donde permanentemente estan juntos las
hembras y los machos, como es en el caso de los pequefios productores, los
apareamientos son en los meses comprendidos entre diciembre y julio, donde los
partos se dan a partir de junio hasta diciembre. Arroyo, (2011) también observa
una época reproductiva anual extensa en las ovejas criollas, con tendencia a ciclar
de manera continua, sugiere que, por su origen, no son sensibles a los cambios

anuales en la duracion del fotoperiodo.

3.1.5 Endocrinologia
a. Ciclo estral de la oveja

Segun Delgado y Urviola (2005), el celo o estro es el periodo fértil que presenta la oveja
con intervalos regulares de 17.65 dias como promedio, con rangos de 15 a 20, a menos
gue esta haya quedado prefiada, este ciclo estral se puede dividir en dos fases: folicular
y luteal. La fase folicular es relativamente corta (3-4 dias), mientras que la fase luteal
ocupa el resto del ciclo (14 dias) (Gibbons y Cueto, 2004).

Uno de los rasgos mas importantes de la reproduccion ovina es la estacionalidad, aunque
por supuesto, esto no es algo exclusivo de las ovejas, es decir existe una alternancia
entre los periodos de anestro y de actividad sexual; sin embargo en regiones mas
tropicales son poliéstricos todo el afio, siendo lo contrario en climas templados donde la
estacionalidad esta influenciada por el fotoperiodo o duracion de la luz diurna
considerandose a estas “reproductoras de dias cortos (Rosa y Bryan, 2003). Segun
Daza, (2004), la duracion de la estacion reproductiva varia segun la especie, raza, estado
nutricional y lactacion. Durante los dias cortos, la hembra muestra ciclos estrales

regulares, conducta de estro y ovulacion; en el macho, se incrementa la
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espermatogénesis, la sintesis de testosterona y el deseo sexual (Malpaux y col., 1999).
Estas variaciones fisiologicas anuales proporcionaron los fundamentos para afirmar que
esta especie muestra estacionalidad reproductiva, se ha demostrado que el origen de la
raza determina el comportamiento reproductivo estacional (Rubianes, 2000).

e Fase folicular

El crecimiento folicular esta regulado por dos hormonas, las gonadotrofinas, que
liberadas en el torrente sanguineo por la glandula hipofisiaria, ejercen su accién en el
ovario, estas hormonas son el foliculo estimulante (FSH) y la luteinizante (LH), la FSH
estimula el crecimiento temprano de los foliculos, mientras que la LH es necesaria para
completar la fase final de su crecimiento (Galina, 2008). Asi mismo, las gonadotrofinas
estimulan a los foliculos en la secrecidén de estrogenos. Cuando el nivel de estrégenos
en sangre es suficientemente alto, se produce la liberacion de un pico de LH, éste
llamado pico pre-ovulatorio de LH, provoca cambios en las paredes del foliculo,
determinando su ruptura y consiguiente liberacién del 6vulo, 18-24 horas mas tarde
(Gibbons y Cueto, 2004). El celo se presenta durante la tltima mitad de la fase folicular;
los foliculos maduros o de Graaf son responsables de la produccion de estrogenos que
determinan los cambios anatémicos y de comportamiento asociados con el estro. Los
signos externos de manifestacién del celo en la oveja no son muy marcados, €stos
incluyen el enrojecimiento de la vulva y la secrecion vaginal de mucus; sin embargo, el
unico signo inequivoco de que una hembra esta en celo, es que permanezca inmovil

frente al macho ante el intento de cépula (Gibbons y Cueto, 2004).
e Fase luteal

Luego de la ovulacién, las células de la granulosa en la pared rota del foliculo de Graaf
proliferan y se transforman en células luteinicas que llenan el antro del foliculo, al cabo
de 4-5 dias, se habra formado un cuerpo soélido y amarillo, denominado cuerpo lateo,
responsable de la secrecion de progesterona, ésta hormona prepara al Gtero para la
anidacion del embrion (Hafez, 1993). Los niveles de progesterona alcanzan un pico
alrededor de seis dias después de la ovulacion y permanecen altos durante toda la
gestacién, de no ocurrir gestacién, el cuerpo lateo decrece en tamafio, se vuelve palido

y Su secrecion comienza a decaer, con el decaimiento del nivel de progesterona
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sanguinea al final de la fase luteal, se inicia el crecimiento de nuevos foliculos (Gibbons
y Cueto, 2004).

La secrecion de un agente luteolitico producido por el Gtero es la prostaglandina F2 alfa,
que determina la pérdida de actividad biolégica del cuerpo luteo en las ovejas no
prefiadas. Esta circunstancia es de sumo interés pues la administracién exdgena de
prostaglandinas sintéticas puede ser utilizada para sincronizar celos durante la estacion

reproductiva (Gibbons y Cueto, 2004).

3.1.6 Aumento del potencial ovulatorio

a. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

La FSH es un iniciador de la actividad ovarica para inducir superovulacion, ya que
promueve directamente el crecimiento de los foliculos ovaricos, la administracion de FSH
exdgena a mamiferos en el momento de aparicion de la ola folicular estimula el
crecimiento de todos los foliculos de mas de 1,7 mm de didmetro que normalmente

terminarian en atresia durante cada ciclo de celo (Forcada y col., 2009).

Como la FSH presenta una vida media corta (una semivida de 5 horas y es indetectable
en el flujo sanguineo 12 horas después de la inyeccion), se requiere una administracion
frecuente de la misma al objeto de mantener concentraciones plasmaticas suficientes
para lograr una respuesta ovarica adecuada, de manera que la induccion a la
superovulacion con una unica inyeccion de FSH no ha ofrecido resultados satisfactorios,
por ello, se utilizan protocolos de 4 a 8 inyecciones cada 12 horas. Tradicionalmente, se
ha considerado que un protocolo de dosis constantes es la mas adecuada para
preparados con un menor contenido de LH (Forcada y col., 2009).

b. Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG)

Ha sido la primera hormona utilizada en programas de superovulacién ovina, la eCG
presenta actividad FSH y LH predominando la primera, con lo que actia promoviendo el
desarrollo folicular, la secrecion y la multiplicacién de las células de la granulosa, asi

como la liberacién enddégena de LH (Forcada y col., 2009).
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Una caracteristica particular de la eCG es su elevado contenido en &cido sialico, lo que
retrasa su metabolizacion y aumenta considerablemente su periodo de accién hasta casi
las 24 horas, facilitando su aplicacion en una Unica dosis de 1000-2000 Unidades
Internacionales (Ul) aplicada entre 24-48 horas antes del fin del tratamiento de

sincronizacion (Forcada y col., 2009).
3.2 Transferencia de embriones (TE)

La transferencia de embriones empez6 a hacerse en conejos de forma experimental a
principios del siglo. Desde entonces se ha mejorado bastante este método en diferentes
especies, sobre todo el vacuno donde se ha desarrollado en gran escala (Folch y col.,
1989), ademas la primera transferencia con éxito en ovinos fue en el afio 1933 (Martinez,
2006)

La transferencia de embriones es un método de reproduccion asistida que consiste en la
produccion de multiples embriones, por unas hembras donantes y transferirlas en el Gtero
antes de la implantacion en varias hembras receptoras (madres portadoras gestantes),
donde los embriones se desarrollan; los corderos que se obtienen presentan las
caracteristicas genéticas de las ovejas donadoras, mientras que las receptoras solo

estan para que se produzca la gestacion (Folch y col.,1989).

Vivanco (1999), menciona que la transferencia de embriones es un método que permite
aumentar al maximo la descendencia de las ovejas que tienen caracteristicas
zootécnicas deseables, asi también es el método mas efectivo para la migracion de
genes (Thibier y Guerin, 2000), de una misma oveja se pueden obtener embriones
repetidas veces, es decir, una oveja que en condiciones normales de explotacién daria
de uno a dos crias por afio, pero utilizandola como donadora de embriones puede llegar
a dar mas de 50 crias por afio a su vez, conjuntamente con la inseminacion artificial, son
excelentes herramientas para el mejoramiento genético de majadas y hatos (Gibbons y
Cueto, 2004).

Los tratamientos hormonales para lograr una ovulacion multiple (OM) y la Transferencia
de Embriones permiten utilizar intensivamente a las hembras genéticamente superiores
(Gibbons y Cueto, 2004).
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La transferencia de embriones es una biotecnologia aplicada para el incremento de la
produccion animal, la conservacion, e intercambio de material genético con la intencion
de preservar especies en peligro de extincion que brinda la posibilidad de disponer
bancos genéticos para su conservacion y un reaseguro sanitario para evitar la
transmision de enfermedades; a la misma vez, el incremento de la eficiencia de la
produccion y congelamiento de embriones, asi mismo observan que la transferencia de
embriones en ovinos, debido a su alto costo, esta implementacion se encuentra limitada,
asi que hacen lo posible para maximizar la produccién de embriones y su sobrevivencia
para obtener varias crias de alto valor genético y reducir los costos (Vivanco, 1999 y
Stockebrand, 2003).

La finalidad de la aplicacion de esta técnica en los animales domeésticos tiene
aplicaciones de orden genético, aumento de la presion de seleccién, reduccién del
intérvalo generacional, comercializacibn mediante la importacién, la exportacion y el
estado sanitario (por lo que varios agentes infecciosos no se transmiten por el embridn
0 éste puede ser descontaminado previo a su congelacion), es mas facil y barato
transportar embriones que animales vivos, su conservacion y recuperacion es mas eficaz

de los individuos exéticos y especies en peligro de extincion (Gibbons y Cueto, 2013).

Una de las condiciones importantes para realizar la ovulacién multiple y la transferencia
de embriones es la condicidn corporal, la edad y un buen protocolo de sincronizacion de

celo en las ovejas receptoras que se detalla a continuacion.
e Condicion corporal (CC)

La condicion corporal es una técnica de valoracion que se realiza mediante palpacion
lumbar, permite estimar la cantidad de grasa bajo la piel, expresa el estado nutricional
del animal, existe una marcada influencia acerca de la menor supervivencia de los
embriones antes de la implantacion en ovejas con muy bajo peso o subnutricibn muy
severa antes del servicio (Doney, 2012), en cambio, cuando los animales presentan
buenos o altos pesos corporales, el peso vivo no afecta la supervivencia de los
embriones; el éxito de la prefiez es posible lograr cuando los requerimientos minimos de

alimento estan satisfechos (Gonzalez y Tapia, 2017).
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La condicion corporal de los ovinos se lleva a una escala de uno a cinco puntos, cinco
corresponde a un animal con sobrealimentacion (oveja sobre engrasada), uno es cuando
esta subalimentada (una oveja muy flaca) y desde el punto de vista reproductivo, el
puntaje de la condicidn corporal adecuada tiene que ser tres, esto para ser utilizada en

planes reproductivos (Gonzalez y Tapia, 2017).
e Edad

Se recomienda usar ovejas de dos afios para adelante y no usar borregas como madres
receptoras (6 a 18 meses), esto para evitar la mortalidad embrionaria debido a un
desequilibrio hormonal, lo que también lleva a menores porcentajes de fecundacion, asi
como la falta de desarrollo uterino, lo indicado son las hembras adultas y multiparas que
también pueden llevar a cabo un buen amamantamiento (Nunes, 2001). La técnica mas
efectiva para determinar la edad es mediante la cronologia dentaria, la oveja con dientes
de leche es menor de un afio, de 12 a 18 meses tiene sus primeros incisivos definitivos,
de 18 a 24 meses tiene dos pares de incisivos, con aproximadamente tres afios tiene
tres pares de dientes y de cuatro afios para adelante es boca llena cuando ya tiene cuatro

pares de dientes definitivos (Romero, 2015).
3.3 Multiovulacion en ovejas donadoras

La Ovulacion Mdltiple y la Transferencia de Embriones es una técnica que permite
aumentar la productividad de las especies domésticas, asegurar la conservacion de los
recursos genéticos, difundir material genético de alto valor comercial, ademas de reducir
riesgos en la transmision de enfermedades, para esto se requiere la utilizacion de

farmacos y cumplir con un protocolo (Vasquez y Obispo, 2005).

(Martinez y col. 2017), en su investigacion “Evaluacion de un protocolo de superovulacion
para transferencia de embriones en ovejas Criollas de la Montafia de Guerrero”, Las
ovejas receptoras recibieron por 11 dias el dispositivo intravaginal con Progesterona mas
200 Ul de eCG via intramuscular al momento de retirar el dispositivo, para posteriormente
ser sometidas a deteccion de estros, utilizando machos receladores provistos de un
mandil. En donadoras el protocolo consistié en la aplicacion de un CIDR en el mismo dia
gue en las receptoras, mas la administracion intramuscular de 10 ml (200 mg) de FSH-P
en dosis decrecientes a partir de noveno dia después de haber sido insertado el
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dispositivo vaginal, el cual fue retirado de las hembras el dia 11 para someterlas a
detecciones de estros por 48 horas y servidas por sementales Criollos el mayor nimero
de veces posible mientras presentaron celo. Obtuvieron que el 100% de las seis ovejas
donadoras presentaron celo y el conteo de los cuerpos IUteos se realizd por la técnica
laparoscopia medio ventral, el nimero de cuerpos lateos encontrados fue 4.3 + 5.2 con
un rango de 0 a 12, 2.2+2.5 de embriones transferibles y una tasa de fertilidad de 50%,
concluyen que todas las ovejas muestran variacion entre individuos en la respuesta para
la superovulacion debido a factores nutricionales o estacionales, también se asume que
estas ovejas tienen un indice de prolificidad bajo lo que puede repercutir directamente
con el bajo nimero de cuerpos lateos; calificando que la respuesta de las donadoras al

protocolo hormonal evaluado para superovulacion es baja y variable.

Gavancho y Limayrnanta, (2011) en su “Estudio comparativo de los dispositivos
vaginales y el extracto de hipdfisis equino en la sincronizacion y superovulacion en
ovejas”’, comprobd la efectividad sincronizadora de dispositivos intravaginales
elaborados artesanalmente y comparar la actividad gonadotréfica del Extracto de
Hipdfisis Equino (EHE) elaborado en laboratorio con la gonadotrofina coridénica equina
(eCG) de uso comercial; para ello se tomaron 50 ovejas donde se sincronizé el celo con
las esponjas vaginales impregnadas con 60 mg de Acetato de Medroxiprogesterona
(MAP), dividieron las ovejas en dos grupos al grupo T1, a partir del dia 9 al 12, se le
administré 150 mg de EHE disueltos en 30 ml de agua bidestilada, en doble dosis diaria
y en dosis descendentes de 12, 10, 8, 6 y 4 ml por dia respectivamente, el dia 12
administraron 0,196 mg de prostaglandina. Al T2, el dia 12 administraron 500 Ul de eCG,
se retird la esponja vaginal e inyectaron 0,196 mg de prostaglandina. El dia 16
sacrificaron los animales y recuperaron los ovarios para verificar la presencia de cuerpos
liteos. Las ovejas del T1 presentaron un promedio de 8,2 + 2,16; mientras las ovejas del
T2 presentaron un promedio de 7,96 + 1,93. Los autores concluyeron que el extracto de
hipofisis equina (EHE) producido en el laboratorio tiene actividad gonadotrofica similar a

la eCG comercial.

Morales, et. al (2019), en su trabajo “Protocolos de superovulacién utilizando diferentes

dosis de gonadotropina coriénica equina (eCG) en la produccién de embriones ovinos”
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experimentaron con 16 ovejas Poll Dorset en los meses de septiembre a octubre; en el
dia 0 se colocdé una esponja intravaginal durante nueve dias, al dia siete en el
Tratamiento | se administré 1000 Ul eCG y el Tratamiento 11 1500 Ul de eCG, el dia nueve
se administré un andlogo de prostaglandina F2a (10mg) conjuntamente con el retiro de
la esponja, al momento del celo se aplicé un analogo de GnRH (8ug), realizaron la
inseminacion artificial cervical 48 horas post retiro de esponja intravaginal. La
recuperacion embrionaria se realiz6 seis dias después por laparotomia. El nimero de
cuerpos luteos obtenidos en el tratamiento | fue de 5,40+3,02 y en el tratamiento |l
9,80+5,20. Demostraron que existe una diferencia significativa en la respuesta

superovulatoria entre tratamientos.

Azawi y Al-Mola (2011), en su estudio investigo el efecto de la administracion de GnRH
sobre la respuesta superovulatoria de ovejas tratadas con eCG en las temporadas de
reproduccion y no reproduccion, utilizo 24 ovejas Awassi que se asignaron al azar en dos
grupos, cada oveja fue tratada con una esponja intravaginal impregnada de progesterona
durante 12 dias después las ovejas del grupo uno recibieron 1.200 Ul de eCG 48 h
(horas) antes de retirar la esponja; las ovejas del grupo dos también recibieron 1.200 Ul
de eCG 48 h antes de retirar la esponja y después de 24 h de retirar la esponja se
inyectaron 80 pg de GnRH. Las ovejas de los grupos uno y dos se subdividieron en cuatro
grupos iguales. Los subgrupos Ay C se aparearon de forma natural a intervalos de ocho
h; los subgrupos B y D tuvieron inseminacion intrauterina a las 44-46 h después de la
remocion de la esponja, bajo visualizacion laparoscépica de cuernos uterinos. La
respuesta ovérica se evalud determinando el nimero de cuerpos luteos por laparoscopia
el dia seis después del apareamiento. La recuperacion del embrion se realiz6 mediante
un procedimiento de lavado semilaparoscépico en ambos cuernos uterinos. Los
resultados de su estudio fueron que las ovejas tratadas en época reproductiva con eCG
méas GnRH tienen un numero mas alto de cuerpos liteos que solo eCG con 7.33 + 0.54
y 4.33 + 0.39 respectivamente donde no hubo diferencia significativa en el nimero de
cuerpos lateos y en la época no reproductiva la cantidad de cuerpos luteos con eCG y
eCG méas GnRH. son 2.27 + 0.38 y 3.43 £+ 0.22 respectivamente, no se observaron
diferencias significativas cuando estas hormonas se usaron para la superovulacion en la

temporada no reproductiva. Los autores pudieron concluir que la administracién de
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GnRH 24 h después de la remocion de la esponja aument6 la tasa de ovulacion en la
temporada de reproduccion y que el uso de eCG para inducir la superovulacion en ovejas
Awassi combinado con inseminacion intrauterina laparoscopica aumenta la tasa de

fertilizacion.

Olivera, y col, (2001) en su trabajo “Efecto de la eCG en la Superovulacién de ovejas
con dosis decrecientes de FSH Ovina” realizado con 26 ovejas de tres diferenes razas
(8 Lachas, 8 Manchegas y 10 Aragonesas), sincronizadas con esponjas de 40 mg de
FGA durante 14 dias pero a los siete dias se cambiaron estas, el autor utilizé un protocolo
con dosis decrecientes de FSH (8.8 mg de dosis total), a intervalos de 12 horas; a la
mitad de cada grupo (60 horas antes hasta 24 horas después de retirar el progestageno)
aplicé una dosis de 200 Ul de eCG, a la otra mitad no se le administro el farmaco y al
mismo tiempo les aplic6 0.4 ml de prostaglandina. Las ovejas fueron inseminadas por
via intrauterina 50 a 55 horas después de retirar las esponjas donde obtuvo 10.5+7.8
cuerpos lateos en el grupo donde aplic6 eCG, pero mencionan que algunos cuerpos
luteos considerados como normales fueron realmente foliculos luteinizados por la accion
de la eCG lo que disminuiria el porcentaje real de recuperacion de ese protocolo y 16+8.5

en los grupos sin eCG.

Gibbons y Marcela (2004), en su investigacion “Manual de transferencia de embriones
en ovinos y caprinos” realizado en la Estacion Experimental Agropecuaria Bariloche INTA
trabajaron con 23 ovejas merino superovuladas con FSHp e inseminadas con semen
congelado alas 42 horas (11 ovejas, primer grupo) y 55 horas (12 ovejas, segundo grupo)
después del retiro de las esponjas intravaginales con progestagenos, en el primer grupo

obtuvo 11,8+1.4 cuerpos luteos y 9.7+2.8 en el segundo grupo.

Téllezy col. (2011) en su estudio “Transferencia de embriones en ovejas Suffolk y Rideau
en clima templado”, realizé la sincronizacién de celo con esponjas intravaginales
conteniendo 20 mg de Acetato de Fluorogestona (FGA) manteniéndose in situ por 12
dias, el dia 10 después de colocada la esponja. se aplicaron 333 Ul de Gonadotropina
Coribnica Equina (eCG) por animal (donadoras y receptoras), la superestimulacion
consisti6 en la aplicacion de 200 mg de FSH en siete dosis por donadora via
intramuscular cada 12 horas iniciando el dia 10, al remover la esponja se aplicaron 125
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mg de Somatotropina bovina recombinante y 100 uyg de Hormona Liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) seis horas después del estro. La deteccion del estro en
donadoras y receptoras se realizo a las 18, 24, 30 y 36 horas después de haber retirado
la esponja con el apoyo de machos provistos de un mandil. La inseminacién se realizé
con semen fresco de sementales de la misma raza de la donadora 18 horas después de
detectado el estro, mediante inseminacién intrauterina por via laparoscoépica. En
donadoras la presencia de estros fue similar entre ambas razas, observandose que el
100% de las ovejas superestimuladas manifestaron estro donde el 66.67% de las ovejas
presentaron 20 horas después de retirada la esponja y el restante 33% a las 24, 32y 54
horas y el 95.24% de las ovejas receptoras presentaron estro. Después de la fertilizacion
en las donadoras se obtuvieron una media de 26.5+7.68 de cuerpos lateos en cuatro
ovejas Rideau Arcott y 9.00£2.52 en tres ovejas Suffolk, donde dos ovejas (uno de cada

grupo) no respondieron al tratamiento.

Vivanco, (2013) en su trabajo “Transferencia de embriones en nucleos de ovinos de leche
y doble propdésito (East Friesian y Dohne)”, sincronizadas con progestageno por 10 dias
y aplicacién de 300 Ul de eCG a la remocion del progestageno, los celos se detectaron
con carneros vasectomizados “marcadores”; las inseminaciones se efectuaron por
laparoscopia a las 12 horas de deteccion del celo y las transferencias embrionarias a los
6.5 dias post deteccion del celo por la técnica laparotomia ventral con ayuda
laparoscopica. Para la East Friesian la cantidad de cuerpos lateos encontrados fue
9.77+3.94 por oveja, la raza Dohne tuvo igual respuesta ovulatoria con 9.40+3.00

cuerpos luteos por oveja.

Gonzalez y Quezada (2016), en su estudio “Administracion de progesterona de accion
prolongada después de la fertilizacion en ovinos superovulados, y su relaciéon con el
tamano de cuerpos luteos y embriones”, evaluaron el efecto de la progesterona de corta
y larga accion en el metaestro ovino temprano, sobre el tamafio y nimero de cuerpos
luteos. El estudio se realizé con 21 ovejas Corriedale, sometidas a sincronizacion del
celo con una esponja vaginal y estimulacion ovarica usando gonadotropina coriénica
equina y hormona foliculo estimulante. Luego del celo las ovejas fueron inseminadas y

distribuidas aleatoriamente en tres grupos: (T1; n=7) control; (T2; n=7) seis mg de
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Progesterona los dias 2, 3 y 4 post-IA, y (T3; n=7) 18 mg de Progesterona de accién
prolongada el dia dos post IA. EI nimero de cuerpos lateos se determind por cirugia
abdominal los dias 7 y 13, los valores promedios y error estandar del nimero de los
Cuerpos Luteos al dia siete fueron para el T1: 8.3+1.45, para el T2: 7.5+4.50, para el T3:
22.0+£18.00, y los valores promedios y error estandar del numero de los Cuerpos Luteos
al dia 13 fueron para el T1: 7.0£2.52, para el T2: 3.0£0.00 y para el T3: 3.0£1.00. No
hubo diferencias estadisticas entre tratamientos en ninguna de las variables estudiadas.
En conclusién, la Progesterona de corta y larga accion aplicada en el metaestro temprano

no afectd el tamafio ni nUmero de cuerpos luteos.

Harasymowycz y col. (2014), en su investigacion “Respuesta ovarica a tratamientos
superovulatorios con dosis constantes y decrecientes de FSHp evaluada por
laparoscopia en ovejas cruza Texel” realizado en Paraguay, evalu6 laparoscopicamente
la respuesta ovarica de dos protocolos de superovulacién, uno a dosis decreciente y otro
a dosis constantes con la Hormona Foliculo estimulante porcino (FSHp). Se utilizaron 10
ovejas cruzas Texel divididas al azar en dos grupos, estas fueron sometidas a un
tratamiento de sincronizacion de celo antes de iniciar el tratamiento de superovulacion,
lo que se llevé a cabo mediante un tratamiento corto (seis dias) de utilizacion de esponjas
intravaginales impregnadas con 60mg de medroxiprogesterona. Al retiro de las esponjas
intravaginales se aplicé una dosis de prostaglandina F2a via intramuscular de 50ug y
una dosis de gonadotropina corionica equina via intramuscular 500Ul. A las 24hs del
retiro de las esponjas intravaginales se procedi6 a la aplicacion de una dosis de 1,5mg
del analogo de la hormona liberadora de gonadotropinas intramuscular y dos dias
posteriores al retiro de las esponjas intravaginales se dié inicio al tratamiento
superovulatorio, en el cual el tratamiento del lote uno de Dosis Decrecientes recibié una
dosis total de 240mg de FSHp cada 12h, durante cuatro dias, las dosis utilizadas
decrecieron cada 24h y fueron de 50mg; 36mg; 24mg y 10mg. El lote dos de Dosis
constantes recibié un total de 30mg de la misma hormona cada 12h durante cuatro dias.
Todas las ovejas de ambos lotes recibieron con la Gltima aplicaciéon de FSHp una dosis
de prostaglandina F2a 50ug via intramuscular y a las 24h de la Gltima dosis de FSHp se
le aplico una dosis del analogo de la hormona liberadora de gonadotropinas por via

intramuscular de 1,5mg posteriormente el servicio fue realizado por monta natural libre
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con dos carneros aptos reproductivamente por un lapso de 24h. Luego de siete dias de
finalizado el servicio se realizd el conteo de cuerpos luteos por via laparoscopica
abdominal, en el grupo de dosis decrecientes se obtuvo un total de 92 cuerpos luteos,
de los cuales 50 correspondieron al ovario izquierdo y 42 al derecho con un promedio de
18,4 por oveja; mientras que para el grupo Dosis Constantes se obtuvo un total de 61
cuerpos luteos, 38 correspondieron al ovario izquierdo y 23 al ovario derecho, con un
promedio de 12,2 por animal. Los autores concluyen que estos resultados fueron
estadisticamente significativos a favor del tratamiento de superovulacién con dosis

decrecientes.
3.4 Sincronizacion de celo en ovejas receptoras

Se refieren al uso de tratamientos progestativos intravaginales, son fundamentalmente
las esponjas hechas de poliuretano impregnados de un analogo de progesterona que
simula la accién del cuerpo luteo, se mantienen dentro del animal durante 12 o 14 dias
donde las ovejas no entran en celo hasta que no se retire la esponja, generalmente,
cuando se retira esta, se administra una inyeccién de dosis de eCG que tiene un 50% de
actividad FSH y otro 50% de actividad LH, de esta forma, se tiene un mejor crecimiento

de los foliculos al final del tratamiento (Gonzales, 2019).

También se tiene la disponibilidad de otro dispositivo intravaginal para la sincronizaciéon
de celo que son los denominados CIDR (Controlled internal drug release o liberacion
controlada interna de farmacos), la diferencia con la esponja es que es una estructura
gue se basa en un elastomero de silicona que contiene progesterona natural, los

protocolos son similares a las esponjas (Gonzales, 2019).

Actualmente las duraciones de algunos tratamientos han reducido 5-7 dias debido a que
desde 1990 se observaron el desarrollo folicular con ultrasonografia donde las primeras
ondas son mas fértiles, ademas que en los tratamientos cortos ya sea con la esponja o
el CIDR disminuyen la aparicion de descargas purulentas o hemorragicas durante la
retirada de estas, ademas, este tipo de tratamientos estan relacionados con el pH
vaginal, en el caso de las ovejas es bastante alto, ya que normalmente es del 6,8 y en el
momento de la retirada de los dispositivos intravaginales, se puede observar que con la

esponja de 14 dias hace incrementar el pH hasta valores cercanos a 8 ya que con un pH
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mas alto, existe la probabilidad de tener problemas de infecciones microbianas y
alteraciones con crecimientos de bacterias que alteran las condiciones microbiologicas

de la vagina (Gonzales, 2019).

lzquierdo y col. (1999), en su trabajo “Induccion y sincronizacion de celos en ovejas
criollas anéstricas estacionales con esponjas vaginales impregnadas en FGA y eCG
inyectable” realizado en el poblado de San Salvador Cuauhtenco, México donde utilizd
24 ovejas criollas que se sometieron al tratamiento con esponjas intravaginales de FGA
a una dosis de 30 mg durante 14 dias y 460 Ul de eCG en 2,5 ml por via i.m. Para la
deteccidn del estro se emplearon dos sementales con una mezcla de aceite con anilina
en el abdomen, donde determinaron el estro a aquellas hembras que presentaron
marcas. Los resultados que obtuvieron durante las primeras 24 horas de terminado el
tratamiento se presento el celo en seis ovejas, lo que representa un 25 % del total de los
animales tratados, a las 48 horas siguientes cinco animales, representando el 20,8% vy a

las 72 horas 12 animales mas, lo cual significa un 50%.

Martinez y col., (2006) trabajaron con 45 ovejas para evaluar el efecto de dos dosis de
gonadotropina corionica equina (eCG) en el porcentaje de sincronizacion del estro,
fertilidad por inseminacion laparoscopica (IL) y prolificidad; a las ovejas se las puso un
dispositivo intravaginal (CIDR) impregnado con 0,3 g de progesterona por 12 dias, las
ovejas fueron asignadas aleatoriamente a tres tratamientos: T1: CIDR y monta natural,
T2: CIDR mas 150 Ul de eCG e IL a las 42-46 horas al retiro del dispositivo con semen
de machos de la raza Damara; T3. CIDR mas 300 Ul de eCG e IL a las 42-46 horas al
retiro del dispositivo con semen de machos de la raza Damara. La fertilidad del estro
sincronizado fue de 40; 40 y 46,6% para T1, T2 y T3 respectivamente (durante las
primeras 24 horas, una oveja de los tres tratamientos presenté signos de estro (2,2%);
de las 24 a las 36 horas se detect6 estro en 14 ovejas (31,1%); de las 36 a las 48 horas
se observo estro en 25 ovejas (55,5%); después de las 48 horas se presentd estro en
cinco ovejas (11,1%) de los estros totales, estos resultados muestran que de las 45
ovejas en estudio, el 100% presento6 estro en un tiempo promedio de 42,5 + 16,6 horas

después del retiro de los CIDR’s. El porcentaje de prolificidad presenté diferencias entre

23



tratamientos y fue de 100; 100 y 133,3% para T1, T2 y T3 donde el autor recomienda el

efecto macho en la sincronizacion del estro.

Alvarez, (2017), en su estudio “Evaluacion de la fertilidad en inseminacion artificial por
laparoscopia bajo tres niveles de gonadotropina coridnica equina en ovinos criollos”,
utilizé la esponja intravaginal impregnado con 30 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP) por 14 dias mas la aplicacion de eCG inyectable al momento del retiro de la
esponja las cuales separaron en tres grupos de 13 ovejas por tratamiento, estas fueron
distribuidas de la siguiente manera, 150 Ul al primer grupo, 250 Ul al segundo y 350 Ul
al tercero, la presencia de estros fue del 100% para el T1, 77% para el T2y 77% para el
T3 respectivamente y el tiempo de la presentacion de estros después de la remocién de
las esponjas en cada grupo fue de 40.58+9.09 horas, 44.45+11.30 horas y 41.95+10.58;

el autor recomienda utilizar el primer tratamiento para las sincronizaciones.

Cadenay col. (2018), de igual forma en su trabajo Sincronizacion del estro en ovejas con
PGF2a y bioestimuladas con “efecto macho”, evaluaron la respuesta en la sincronizacion
del estro en ovejas de lana con un protocolo basado en aplicacion de prostaglandinas
(PGF2a) en época reproductiva donde utilizaron 24 ovejas adultas Suffolk y 29 Rideau
Arcott, las cuales se distribuyeron al azar a uno de dos tratamientos (T): T1, n= 25: ovejas
testigo, sincronizadas con dos aplicaciones de PGF2a con intervalo de siete dias, y T2,
n= 28: similar al T1, pero con la diferencia de que el carnero se introdujo en el dia cuatro,
de la primera aplicaciéon de PGF2a, para realizar el efecto macho, teniendo como
resultados el inicio del estro, las horas de este fueron de 72.53+6.05 para el primer grupo
y 45.13+6.13 para el segundo, con 52.0 y 60.7% de presentacion del estro
respectivamente, la prolificidad y la fecundidad son mayores en las ovejas del T2 con
respecto a las ovejas del T1 concluyendo que la bioestimulacién con “efecto macho” en
ovejas sincronizadas con un protocolo basado en prostaglandinas mejora el inicio del

estro.
3.5 Evaluacion y cuantificacién de embriones

Existen distintos tipos de categorias, clasificacion de la calidad embrionaria,
desarrolladas por distintos equipos de trabajo que son determinados por medio de la

observacion microscépica con ayuda de una lupa estereoscopica.
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Rodriguez y col. (2017), clasifican a los embriones en cuatro categorias (calidad 1, 2, 3

y 4) de la siguiente manera:

e Grado 1. Excelente, el embrion esta compacto, la masa celular debe ser mayor
del 85%) esférico, color claro, el desarrollo de acuerdo al tiempo del embrion,
pocas vesiculas, sin desechos celulares ni blastémeros extruidos.

e Grado 2. Bueno. Embrion compacto puede presentar una pequefa
descompactaciéon (més del 50 % de las células deben estar intactas), color
uniforme, desarrollo de acuerdo al tiempo del embridn, presencia de pocas
vesiculas, blastomeros extruidos y desechos celulares.

e Grado 3. Regular. Presenta una descompactacion muy marcada (por lo menos el
25 % de las células deben estar intactas), desechos celulares, color oscuro o
zonas claras y oscuras, vesiculas y blastémeros extruidos y masa pequefia.

e Grado 4. Malo o no transferible. Embrion con una degeneracion muy marcada,
masa pequefia (menor al 25 % de lo normal) color oscuro, descompactacion muy

marcada, vesiculas e irregularidades en los blastomeros.

Figura 1. Embriones de diferente calidad

Fuente: (De la Fuente, 2012)
Como se observa en la figura 1, la presencia de tres embriones de diferente calidad,
segun la clasificacion de Rodriguez y col. (2017). En la parte superior se observa una
morula de primer grado por la zona pellcida intacta, no hay presencia de desechos

celulares, el segundo embrién de segundo grado por la presencia de desechos celulares
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y la zona pelucida levemente dafada, el tercer embrién que esta en la parte inferior de
la imagen es clasificado de tercer grado por el dafio considerable en la zona pelucida,

blastomeros extruidos y presencia de desechos celulares.

Morales y col. (2019), en su investigacion “Protocolos de superovulacion utilizando
diferentes dosis de gonadotropina coriénica equina (eCG) en la produccion de embriones
ovinos” experimento con 16 ovejas Poll Dorset en los meses de septiembre a octubre, la
recuperacion embrionaria se realizé 6 dias después por laparotomia. EI nimero de
embriones obtenidos en el tratamiento | fue de 0,63+1,41 y en el tratamiento Il 2,13£2,30
donde no hubo diferencia significativa entre los dos tratamientos; concluyeron que para
la recolecciéon de embriones los dos tratamientos no presentan ninguna diferencia, el
autor recomienda el tratamiento Il, donde se obtuvieron respuestas satisfactorias para su

aplicacion en otros trabajos.

Azawi y Al-Mola (2011), investigd el efecto de la administracion de GnRH sobre la
respuesta superovulatoria de ovejas tratadas con eCG en las temporadas de
reproduccion y no reproduccion, utilizo 24 ovejas Awassi. La recuperacion del embridn
se realizé mediante un procedimiento de lavado semilaparoscopico en ambos cuernos
uterinos. ElI nimero de embriones recuperados de las ovejas tratadas con eCG mas
GnRH y eCG son 4,32 + 0,56 y 1,06 + 0,26, respectivamente, en las temporadas de
reproduccion, los autores pudieron concluir que la administracion de GnRH 24 horas
después de la remocién de la esponja aumento la tasa de ovulacion en la temporada de
reproduccion y que el uso de eCG para inducir la superovulacion en ovejas Awassi

combinado con inseminacion intrauterina laparoscopica aumenta la tasa de fertilizacion.

Martinez y col. (2017), en su investigacion “Evaluacion de un protocolo de superovulacion
para transferencia de embriones en ovejas Criollas de la Montafia de Guerrero”, el total
de embriones encontrados fue 2.2+2.5 y concluyen que todas las ovejas muestran
variacion entre individuos en la respuesta para la superovulacion debido a factores
nutricionales o estacionales; otro factor es el genotipo de la oveja es que puede explicar
la variacion en la eficiencia de un programa de superovulacion y transferencia de
embriones, también se asume que estas ovejas tienen un indice de prolificidad bajo lo

gue puede repercutir directamente con el bajo nimero de cuerpos liteos y de embriones
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colectados; calificando que la respuesta de las donadoras al protocolo hormonal

evaluado para superovulacion es baja y variable.

Olivera, y col, (2001) investigaron el “Efecto de la eCG en la Superovulacion de ovejas
con dosis decrecientes de FSH Ovina” realizado con 26 ovejas de tres diferenes razas
(8 Lachas, 8 Manchegas y 10 Aragonesas), las ovejas fueron inseminadas por via
intrauterina 50 a 55 horas después de retirar las esponjas, en los embriones totales
encontrados en el grupo con eCG es 5.6+4.2 y 10.7£10.0 sin eCG donde el grupo sin
eCG tiene mayor cantidad de embriones, Olivera concluye que la administracién de ocho
dosis decrecientes de FSH sin afiadir eCG proporciond una media de 3.9 de embriones

viables por oveja.

Gibbons y Marcela (2004), en su Manual de transferencia de embriones en ovinos y
caprinos realizado en la Estacion Experimental Agropecuaria Bariloche INTA trabajaron
con 23 ovejas merino superovuladas con FSHp e inseminadas con semen congelado a
las 42 horas (11 ovejas, primer grupo) y 55 horas (12 ovejas, segundo grupo), en la
busqueda de embriones obtuvieron 5.3+1.1 embriones en el primer grupo y 4.6+1.3 en

el segundo.

Gibbons y Cueto (2013) en su trabajo realizado en ovejas Merino, trabajo con dos
tratamientos con la FSH, uno con dosis bajas y el otro con dosis altas, al dia 0 la
aplicacion de las esponjas intravaginales, desde el dia 12 tratadas con 80 mg de FSHp
en seis dosis en ambos grupos, el dia 14 aplicaron una dosis de 200 Ul de eCG junto
con las receptoras y retiro de esponjas, al dia 16 se realiz6 la inseminacion artificial
laparoscopica y el 21 la recuperacion embrionaria. La cantidad de embriones
recuperados con la dosis baja y alta fueron 5.9+0.6 y 6.4+1.2 respectivamente y en la

recuperacion de embriones de grados 1y 2 fueron 5.0+0.6 y 5.5+£1.2.

Téllez y col. (2011) en su investigacion “Transferencia de embriones en ovejas Suffolk y
Rideau en clima templado”, en la busqueda de los embriones obtuvieron una media de
2.25+£1.93 en las ovejas Rideau y 1.00+1.00 en las Suffolk, estos se transfirieron por

medios quirurgicos, en el ultimo tercio del cuerno ipsilateral al ovario.

Vivanco, (2013) evaluo la “Transferencia de embriones en nucleos de ovinos de leche y
doble propésito (East Friesian y Dohne)”, donde colectaron y transfirieron 49 embriones
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East Friesian y 57 embriones Dohne, totalizando 106 embriones colectados y
transferidos donde para la East Friesian dada la buena respuesta ovulatoria el nimero
de embriones transferibles fue satisfactorio 4.08+3.85 por oveja; la raza Dohne tuvo igual
respuesta ovulatoria buena y su tasa de recuperaciéon de embriones fue satisfactoria
donde se obtuvieron 7.10£5.8 embriones por oveja donante. Los autores demuestran
gue la superovulacion y colecciébn embrionaria in vivo en ovinos en altitudes sobre los
3,800 metros no se ve afectada obteniendo buenos resultados y dando un buen manejo

a los animales.

Gonzalez y Quezada (2016), en su estudio “Administracion de progesterona de accién
después de la fertilizacion en ovinos superovulados, y su relacién con el tamafio de
cuerpos luteos y embriones”, no obtuvieron embriones debido a que se encontraban en
el dia 13 después de la fertilizacién y que hicieron el conteo de cuerpos liteos el dia 7 y
13.

3.6 Diagndstico de gestaciéon

En la transferencia de embriones, la gestacion es el periodo comprendido desde el
reconocimiento del embridn hasta el parto, segun Urefia (2018), hay diferentes tipos de

diagnostico de gestacion, las principales son:
Los que no requieren de equipamiento como ser:

e La deteccién de celo, es el mas sencillo y mas barato, es muy importante
identificar el retorno al celo para confirmar que la hembra no esta gestante, en
este caso, el ovino macho cumple un rol muy importante.

e La palpacion, puede realizarse en la segunda mitad de la gestacion que consiste
en tocar la presencia del feto obligandole a moverse dentro del liquido amniético
donde el operario debe colocar la palma de la mano izquierda en el lado izquierdo
del animal y empujar suavemente el feto con la mano derecha apoyada en el
flanco derecho de la hembra.

e El desarrollo de la ubre, a los 90 dias después del servicio se evallua el grado de
desarrollo de la ubre donde si hay gestacién, hay la presencia de la ubre

desarrollada y si no hay la misma no se evidencia ni un tipo de cambio morfologico.
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Si la oveja transferida retorné al celo, existen varios factores estresantes presentes en el
manejo ganadero, como la esquila, el arreo con perros, el transporte, y otros que pueden
afectar a la respuesta reproductiva, debido al incremento de la secrecion de adrenalina, esta
altera la concentracion de aquellas hormonas que controlan el ciclo estral, la manifestacion
de celo, la ovulacién, la sincronia celo-ovulacién e incluso la propia supervivencia

embrionaria.

Dentro de las pérdidas embrionarias que condicionan la fertilidad, es posible su clasificacion
en “basales” e “inducidas”, las pérdidas basales son independientes de los efectos
ambientales y ligadas con anormalidades genéticas o deficiencias innatas en el sistema
materno para mantener la prefiez. Las pérdidas inducidas son aquellas afectadas por

factores ambientales, entre los que se cuenta la nutricion (Cruz, 2018).

Martinez y col. (2017), en su investigacion “Evaluacion de un protocolo de superovulacion
para transferencia de embriones en ovejas Criollas de la Montafia de Guerrero”,
observaron que la tasa de fertilidad registrada en las hembras receptoras fue de 50 %
calificAndolo como moderada, mencionando que tratandose de ovejas criollas que
reportan un indice de una cria por afio y en condiciones de campo, el porcentaje de

fertilidad baja.

Téllez y col. (2011) en su trabajo “Transferencia de embriones en ovejas Suffolk y Rideau
Arcott en clima templado”, el diagndstico de gestacion lo realizaron con un equipo de
ultrasonografia 35 dias después de la transferencia, dando 33.33% en las ovejas Rideau
Arcott y 80.00% en Suffolk.
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4. LOCALIZACION
4.1Ubicacién geografica

La presente investigacion se realizé en el Municipio de Taraco, en la provincia Ingavi del
Departamento de La Paz, Bolivia; limita al norte y oeste con el lago Titicaca y la Republica
del Peru, al sur limita con el municipio de Guaqui y al este con el municipio de
Tiahuanaco. Sus coordenadas es 16°27°24.39” Latitud Sur y 68°51°31.39” Latitud Oeste
(Condori, 2017).

4.2 Caracteristicas Climatolégicas

a) Altitud: La provincia de Ingavi esta constituida por planicies, pendientes y cerros
elevados; por lo que la altitud es de 3.845 msnm con una humedad relativa de
85%.

b) Temperatura: Se registra una temperatura maxima de 16.8°C y minima de -4.5°C.

c) Precipitaciéon pluvial: Se percibe claramente dos estaciones, una lluviosa que se
presenta en los meses de diciembre a marzo y otra de sequia comprendida entre
los meses abril a octubre, la precipitacion total anual es en promedio 642.3 mm
aproximadamente. Se determina un clima semiarido (3 a 5 meses) y con heladas
(Condori, 2017).

Figura 2. Mapa del Municipio de Taraco
Fuente: Condori, (2017)
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
5.1.1 Semovientes

e 19 ovinos hembras criollos

e 2 ovinos machos (1 Hampshire, 1 Corriedale)

5.1.2 Hormonas

e Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

e Gonadotropina Coridénica Equina (eCG)

e Esponjas Intravaginales a base de acetato de medroxiprogesterona (MAP)
e Prostaglandina F2alfa

5.1.3 Insumos

e Anestésicos (Ketamina y Xilacina)

e Anestésico local (Lidocaina)

e Antibidtico (a base Penicilina)

e Medio de lavado

¢ Medio de mantenimiento Holding

e Cicatrizante azul de metileno

e Antiparasitario Interno y Externo (Ivermectina y Albendazol)

e Vitaminas y minerales
5.1.4 Equipos de laboratorio

e Platina

e Estereoscopio
5.1.5 Material de laboratorio

e Jeringas Air Tite desechable
e Hilos de sutura interna y externa
e Sonda Foley f10 dos vias

e Cajas Petri de busqueda
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Cajas Petri de 4 discos

Material de asepsia (a base de Yodo)
Catéter FIV N° 18

Campo operatorio

Material quirdrgico

Jeringas vacutainer

Jeringas descartables
5.1.6 Material de campo

Camilla

Aplicador de esponjas
Aretes de identificacion
Areteador

Marcador de aretes
Ropa de bioseguridad
Sogas

Overol
5.1.7 Material de gabinete
Cuaderno de campo
Lapiz, boligrafos
Papeles

Impresora

5.2 Métodos

Para que este experimento tenga éxito, se siguid una serie de pasos y condiciones.

5.2.1 Animales

Para el experimento se utilizaron en total 21 ovejas, 19 hembras (4 donadoras y 15

receptoras) y 2 machos reproductores (Hampshire Down y un Corriedale) como se

detalla a continuacion.
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Tabla 1
Distribucion de los animales

4 Donadoras (Criollas)

Hembras 19
15 Receptoras (Criollas)
1 Corriedale

(Carnero)

Machos 2
1 Hampshire Down

(Carnero)

Total 21

5.2.2 Condicion corporal
Tanto receptoras como donadoras se seleccionaron con una condicion corporal

de 3.

Figura 3y 4. Ovejas donantes

5.2.3 Edad

Se seleccionaron las ovejas de dos afios para adelante, todas fueron mutiparas y que no
presenten problemas reproductivos, la edad se determiné por la técnica méas efectiva que

es mediante la cronologia dentaria.

33



5.2.4 Alimentacién

Las ovejas fueron alimentadas con forraje verde, heno de cebada antes y después del
pastoreo en la pradera nativa compuesta de Festuca dolichophylla (Chilliwa), Stipa
brachiphylla (Llapa jichhu), Taraxacum offinales (Lichilichi o diente de leén), Boliviana
saginata (Khoa), Calamagrostis antoniana (Qifia), Muhlembergia fastigiata (Kachu ch’iji),
Bronnus unioloides (Cebadilla), Alchemilla pinnata (Sillu sillu), Trifolium amabilis (Layu),

Bideas pilosa (Munimuni), Hipochoiris taraxacoides (Siq'i).
5.2.5 Sanidad: Tratamiento preventivo y curativo

Los semovientes se desparasitaron con Albendazol e Ivermectina antes de realizar la

experimentacion y asi mismo se los trataron con vitaminas y minerales.
5.2.6 Identificacion

Los semovientes utilizados para la experimentacion fueron identificados con aretes de

plastico numerados.
5.2.7 Protocolo de multiovulacién en las ovejas donadoras
El protocolo de multiovulacion, desde la aplicacion de las esponjas hasta el dia de la

deteccion del celo consta de 13 dias y hasta la colecta de embriones 19 dias que se

detalla a continuacion en la tabla dos.

Dia 0. Colocacién de esponjas intravaginales impregnadas de MAP mas Selenio via

intramuscular.

Figura 5. Aplicacion de la esponja intravaginal
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En la figura 5, se observa la vulva de la oveja donadora después de aplicar la esponja
intravaginal, esta tiene un hilo que sobre sale de la vulva para facilitar el retiro de las

esponjas.
Dia 9. Por la mafana se aplicé una dosis de 2 ml de FSH y por la tarde 1.5 ml.

Dia 10. Por la mafiana 1.5 ml de FSH y por la tarde 1.0 ml.

Figura 6. Aplicacion de FSH

Dia 11. Por la mafiana 1.0 ml de FSH, se retir0 las esponjas intravaginales mas una dosis
de 200 Ul de eCG y por la tarde 0.5 ml de FSH.

Figura 7. Retiro de la esponja intravaginal

Dia 12. Por la mafiana 0.5 ml de FSH mas monta, por la tarde detectar celo mas monta
(2y 8 pm).
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Figura 8y 9. Aplicacion de FSH y monta

Dia 13. Monta en la mafana y en la tarde.

Figura 10. Monta en la oveja donadora

Dia 18. Sin alimento en la mafiana y en la tarde.

Figura 11. Ovejas donadoras y receptoras

Dia 19. Colecta de embriones mas 1.5 ml de prostaglandina F2a.
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Tabla 2
Protocolo de multiovulacion en las ovejas donadoras

Fecha Donadoras
AM PM
Dia 0 Colocar esponjas + Se
Dia 9 Colocar FSH (2ml) Colocar FSH (1.5ml)
Dia 10 Colocar FSH (1.5ml) Colocar FSH (1ml)

) Colocar FSH (1ml)+Retiro
Dia 11 _ Colocar FSH (0.5ml)
de esponjas+ 200 Ul eCG

Detectar celo mas monta

Dia 12 Colocar FSH (0.5ml)+monta

(2y8pm)
Dia 13 Monta (8am) Monta (2 y 8pm)
Dia 18 Sin alimento Sin alimento
Dia 19 Coleccion de embriones + 1.5 ml PG

Fuente: Martinez y col. (2017)
5.2.8 Protocolo de sincronizacién de celo en las ovejas receptoras
El protocolo de sincronizacion de celo, desde la aplicacion de las esponjas hasta el dia

de la deteccion del celo consta de 13 dias y hasta la transferencia de embriones 19 dias

gue se detalla a continuacion y en la tabla tres.

Dia 0. Colocacién de esponjas intravaginales impregnadas de MAP més Selenio via

intramuscular.

Dia 11. Retiro de las esponjas intravaginales mas una dosis de 300 Ul de eCG.
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Dia 12. Deteccion de celo por la mafiana y por la noche controlado con dos machos

enteros.

Figura 12. Macho ovino detector de celo en las ovejas receptoras
Dia 18. Sin alimento en la mafiana y en la tarde.
Dia 19. Transferencia de embriones.

Tabla 3
Protocolo de sincronizacién de celo en las ovejas receptoras

Dias Receptoras

AM PM

Dia 0 Colocar esponjas + Se

Retiro de esponjas+300

Dia 11
Ul eCG
) Detectar celo y Detectar celo y apuntar
Dia 13
apuntar hora hora
Dia 18 Sin alimento Sin alimento
Dia 19 Transferencia de embriones

Fuente: Martinez y col. (2017)
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5.2.9 Colectay evaluacién de embriones

La colecta embrionaria se realiz6 en el dia siete después del inicio de la monta debido a
que los embriones estan en el tercio superior de los cuernos uterinos y presentan la

membrana pellcida, necesaria como barrera sanitaria.
5.2.9.1 Técnica quirargica para la colecta de embriones.

El método para la colecta de embriones en las ovejas donantes se realizé con anestesia
general a base de Xilacina al 2%, Ketamina al 10% y anestésico local Lidocaina al 2%

como primer paso (Gibbons y Cueto, 2013).

Después, la hembra se ubic6 en un plano inclinado en una camilla (cabeza hacia abajo),
se hizo la tricotomia de toda el area de incision, se desinfecté el campo operatorio y
posteriormente se realizé una incision media de cinco a siete centimetros (cm) y a tres
cm por delante de la ubre. Antes de comenzar con la recuperacion embrionaria, se evalué
la respuesta ovulatoria (recuento del numero de cuerpos lateos), mediante

exteriorizacion de los ovarios como se muestra en la siguiente figura:

Figura 13. Conteo de los cuerpos luteos

Terminado el conteo se expone el cuerno uterino y a nivel de la unién Gtero tubarica se
coloc6 una sonda Foley numero 08, la cual en su extremo dispone de una aguja con
punta no traumética, con dos perforaciones laterales y una central, se fija la sonda en el

interior de la luz del cuerno uterino, en la curvatura mayor del cuerno uterino se realizd
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una segunda puncion para la inyeccién de una solucién tamponada de fosfato (PBS), la
cual produjo una corriente de arrastre hacia el oviducto que sale por la sonda moviendo
los embriones hasta el envase de colecta que son las cajas de Petri cuadriculadas para
proceder a la busqueda de embriones bajo lupa a 10X; una vez recuperados los
embriones en un cuerno, se procedid de igual manera con el otro; finalizada la
recuperacion embrionaria, se realizo la sutura de los planos quirdrgicos y se administro
antibiético a base de penicilina via intramuscular, el tempo medio de la recuperacion de

embriones quirdrgica fue de aproximadamente 15 a 20 minutos (Gibbons y Cueto, 2013).

Figura 14. Colecta de embriones

5.2.9.2 Evaluacion y clasificacion de embriones.

A medida que se identificaron los embriones, fueron aspirados con micropipeta y
colocados en una caja de Petri que contenia el medio de conservacion o Holding para
su evaluacion y clasificacion, esto a resguardo de la luz y a temperatura de laboratorio.
Cabe recordar que el trabajo se realizé en condiciones estrictas de esterilidad (Gibbons
y Cueto, 2013).

Se clasificaron los embriones en cuatro categorias (grados 1, 2, 3y 4) segun Rodriguez
y col. (2017) a 10X y 40X con una fina pipeta de transferencia permiti6 mover los
embriones para poder observarlos desde distintos angulos. Se observo la integridad de
la membrana pellcida, su esfericidad y debe tener un desarrollo acorde con el dia de
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colecta; las células deben ser claras y de contorno regular, siendo la opacidad signo de

degeneracion.

Figura 15. Busqueda y evaluacion de embriones

5.2.10 Siembra de embriones.

La transferencia embrionaria se realiz6 dentro del primer par de horas, tiempo
transcurrido entre la recuperacion de los embriones y su siembra. El método utilizado en
la siembra de embriones fue el quirdrgico (técnica de laparotomia de igual forma que en
las donadoras), se tuvo la precaucion de evitar una lesion traumatica del cuerpo lateo
durante la manipulacion de la siembra embrionaria. Se procedié a realizar una puncién
en la cara dorsal del cuerno uterino, el sitio habitual de siembra de los embriones fue el
cuerno ipsilateral del ovario con cuerpo liteo, a un centimetro de la union Gtero tubdrica;
mediante una micropipeta especial de transferencia, se deposité el embridén en la luz
uterina (acondicionado en 10 pl de PBS) y finalizada la transferencia se realizé la sutura
de los planos quirargicos y se administré antibiético a base de penicilina via intramuscular
(Gibbons y Cueto, 2013).
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Figura 16. Momento de la transferencia del embrion

5.2.11 Anélisis estadistico.

En el presente estudio se realiz6 el analisis en base a estadistica descriptiva, teniendo
en cuenta el tipo de variables que se manejan, (variables cuantitativas) se calcul6

promedios, desviacidén estdndar y porcentajes.

Para el promedio se empleé el siguiente modelo:

Donde:

u= Es la media

¥= Suma de todos los valores
N= Tamafo de la poblacion
Xi= Cada dato de la poblacion

Para la desviacion estandar se empled el siguiente modelo:

o= Desviacion estandar
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5.2.12 Diagndstico de gestacion

El diagnéstico de la gestacion se realizé mediante la observacion de retorno al celo cada
15 a 20 dias en dos ocasiones con machos reproductores, si la oveja rechaza al macho

significa que esta prefiada y si lo acepta esté vacia.

Figura 17 y 18. Deteccion de celo en las ovejas transferidas
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Resultados

De las cuatro donadoras que se sometieron al tratamiento de Ovulacion Multiple y las 15
receptoras a la sincronizacién de celo para la Transferencia de Embriones, el 100%
presentaron celo con el protocolo utilizado para cada grupo registrandose los dias y

horas que se detallan a continuacion.
Donadoras:

Tabla 4

Dia 12, deteccion de celo y monta en las ovejas donadoras con presencia de dos
machos reproductores (1 Hampshire Down y 1 Corriedale)

Donadoras 1 2 3 4
Mafiana 9:30 9:30 9:30 No aceptacion
Tarde 17:00 16:00 16:00 17:00
Noche 20:00 20:00 20:00 20:30

Como se indica en el cuadro 4, la deteccién de celo y monta se realiz6 a las 09:30 horas
de la manana con los dos machos carneros (1 Hampshire Down y 1 Corriedale), las
ovejas uno, dos y tres entraron en celo, siendo el 75% y fueron cubiertas una vez; en la
oveja cuatro se observé que no hubo aceptacion al macho, en la tarde el 100% entr6 en
celo, se cubri6é de 16:00 a 17:00 horas de la tarde y en la noche de 20:00 a 20:30 horas
de la noche se cubrieron a todas las donadoras.

Tabla 5

Dia 13, monta en las ovejas donadoras con presencia de dos machos
reproductores (1 Hampshire Down y 1 Corriedale)

Donadoras 1 2 3 4
Mafnana 8:00 8:30 8:30 8:00
Tarde 15:00 15:00 15:30 15:30
Noche 20:30 20:00 20:30 20:00
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Como se indica en el cuadro 5, la monta en las ovejas donadoras se realiz6 de 08:00 a
08:30 horas de la mafiana con dos machos reproductores (1 Hampshire Down y 1
Corriedale) y fueron cubiertas una vez, durante la tarde se cubrié de 15:00 a 15:30 horas
y en la noche de 20:00 a 20:30 horas.

Tabla 6

Dia 14, monta en las ovejas donadoras con presencia de dos machos
reproductores (1 Hampshire Down y 1 Corriedale)

Donadoras 1 2 3 4
Mafiana 8:30 8:30 8:00 8:30
11:00

Como se detalla en el cuadro 6, la monta se realizé de 08:00 a 8:30 horas y la donadora

tres continuaba presentando celo a las 11:00 horas de la mafiana.

Tabla 7
Tiempo total estimado de largo del celo en las ovejas donadoras

Donadoras 1 2 3 4

Largo de celo

46.5 46.5 49.5 325
en horas

Como se indica en el cuadro 7, dos ovejas donadoras presentaron celo 46.5 horas, una

oveja presentd 49.5 horas y una oveja 32.45 horas aproximadamente.
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Figura 19. Tiempo total estimado de largo del celo en las ovejas donadoras

Como se indica en la figura 19, el 50% de las donadoras presentaron celo 46.5 horas, el

25% presentd 49.5 horas y 25% aproximadamente 32.45 horas.
6.1.1 Conteo de los cuerpos luteos
La cantidad de cuerpos luteos observados en las ovejas donadoras tienen un rango de

0 a 8, con un promedio de 5.5 y con una desviacion estandar de +2.17, en la siguiente

tabla se detalla la cantidad encontrada en los ovarios de cada oveja donadora.

Tabla 8
Numero de cuerpos liteos observados en las ovejas donadoras

Donadora 1 2 3 4
Ol - 2 8 -
Cantidad
oD 5 3 1 3

El cuadro 8, indica los cuerpos liteos encontrados en cada ovario donde O.l. es ovario

izquierdo y O.D. es ovario derecho de cada donadora.
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En la primera donadora, en el ovario izquierdo no se encontrd cuerpos luteos ni foliculos
dominantes ni en desarrollo ya que no hubo respuesta al tratamiento a diferencia del

ovario derecho que se encontraron cinco cuerpos luteos.

En la segunda donadora, se presencio dos cuerpos luteos en el ovario izquierdo y en el

ovario derecho tres cuerpos luteos.

La tercera donadora es la que mayor cantidad de cuerpos lateos presento, en el ovario

izquierdo se observaron ocho cuerpos lateos y en el derecho uno.

En la cuarta donadora, en el ovario izquierdo no hubo respuesta al tratamiento, pero se
observo la presencia de un foliculo dominante y un cuerpo hemorragico al mismo tiempo
donde en investigaciones similares no reportan datos de que se encontré uno similar, y

en el ovario derecho presentaron tres cuerpos lateos.

Tabla 9
Cantidad total de cuerpos lateos encontrados en las ovejas donadoras

Donadoras 1 2 3 4

Cuerpos luteos 5 5 9 3
Total Cuerpos Luteos 22
Promedio 55
Desviacion Estandar 2.17

Como se indica en el cuadro 9, el total de los cuerpos luteos encontrados de todas las
donadoras es de 22, con una media de 5.5 y una desviacién estandar de 2.17, en la

siguiente figura se detalla lo siguiente:
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Figura 20. Cantidad total de cuerpos luteos encontrados en las ovejas donadoras

Como se observa en la figura 20, en la primera donadora se encontr6 una cantidad total
de cinco cuerpos luteos, en la segunda donadora se encontrd cinco, la tercera donadora
es la que mayor cantidad de cuerpos luteos presentd, con un total de nueve y en la cuarta

donadora se encontraron tres cuerpos luteos.

6.1.2 Evaluacion y clasificacion de embriones

Posterior a la observaciéon y conteo de los cuerpos lateos de las ovejas donadoras se
procedié a colectar los embriones de cada cuerno para su conteo y evaluacion de la
calidad y para transferirlos a las ovejas receptoras, estas intervenciones quirurgicas se
realizaron con mucho cuidado y rapidez para evitar que las ovejas despierten durante el
procedimiento y se estresen, el total de las donadoras y receptoras después de la
intervencidon y el pos operatorio no presentaron problemas de ningdn tipo y
posteriormente a los 14 dias se realizo el retiro de los puntos de sutura en las donadoras

y receptoras.
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Tabla 10
Numero y calidad de embriones encontrados en la primera oveja donadora

Ol, OD Cantidad Grado Estado
Ol - -
2 1 Moérula
oD
2 Blastocisto

En el ovario izquierdo de la primera donadora, como indica el cuadro 10, no se
encontraron embriones, sin embargo, en el ovario derecho se encontré dos embriones,

el primero fue mérula de grado uno y un blastocisto de grado dos.

Tabla 11
Numero y calidad de embriones encontrados en la segunda oveja donadora

Ol, OD Cantidad Grado Estado
Ol - - -
oD 1 2 Moérula

En el ovario izquierdo de la segunda donadora, como indica el cuadro 11, no se
encontraron embriones y en el ovario derecho se encontré6 un embrién en estado de

morula de grado dos.

Figura 21. Vista del microscopio donde hay presencia de embriones de la primera

y segunda donadora
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Tabla 12

Numero y calidad de embriones encontrados en la tercera oveja donadora

Ol, OD Cantidad Grado Estado
3 1 Blastocisto
Ol 1 Blastocisto
1 Blastocisto
1 2 Mérula (con desechos
oD
celulares)

En el ovario izquierdo de la tercera donadora, como indica en el cuadro 12, se
encontraron tres embriones en estado de blastocisto de grado uno y una mérula con

detritus celulares de grado dos en el ovario derecho.

Figura 22. Embriones de la tercera oveja donadora colectados del ovario

izquierdo

%

Figura 23. Embrion de la tercera oveja donadora colectados del ovario derecho

En la cuarta donadora no se encontraron embriones durante la busqueda.
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Tabla 13
Cantidad y calidad de embriones colectados en las ovejas donadoras

Donadoras Cantidad Grado Estado
D1 2 1 Morula
2 Blastocisto
D2 1 2 Morula
D3 4 1 Blastocisto
1 Blastocisto
1 Blastocisto
2 Moérula
D4 - - -
Total 3 (grado 2) 4 Blastocitos
7
4 (grado 1) 3 Morulas
Promedio 1.75+1.47

Del total de embriones colectados como se indica en el cuadro 13, tres embriones son
de grado dos que representa el 42.86% y cuatro embriones de grado uno que representa
el 57.14%; asi mismo cuatro embriones se encontraron en estado de blastocistos que
representa el 57.14% y tres embriones se encontraron en estado de morula que

representa el 42.86%.
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Figura 24. Cantidad total de embriones colectados en las donadoras

Los embriones obtenidos fueron siete como se indica en la figura 24, en el cual en la
primera oveja donadora se obtuvo dos embriones, de la segunda donadora un embrion,
en la tercera donadora se obtuvo cuatro embriones y en la cuarta donadora no se

encontré embriones.

Receptoras:

Tabla 14

Dia 13, deteccion de celo en las ovejas receptoras, con la presencia de machos
receptores en dos horas de dia

Presencia de Ovejas receptoras
celo en la
tardeynoche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

14:00 horas Si Si Si Si Si Si No No No Si No No No Si No

20:00horas Si Si Si Si Si Si No Si Si Si Si Si Si Si No
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El cuadro 14 indica la hora y dia de deteccion de celo en las 15 ovejas receptoras, en la
mafiana nadie presento celo, en la tarde a las 14:30 horas 8 ovejas (53.33%) presentaron

celo y en la noche a las 20:00 horas 13 ovejas (86.67%) presentaron celo.

Tabla 15

Dia 14, deteccion de celo en las ovejas receptoras, con la presencia de machos
receptores en dos horas de dia

Presencia de Ovejas receptoras
celoenla
mafanay
tarde 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

08:00horas Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si

15:00 horas Si Si

Como se indica en el cuadro 15, todas las ovejas receptoras presentaron celo durante la
mafana a las 08:00 horas que representa el 100% y en la tarde a las 15:00 horas, dos

ovejas continuaron con sintomas de celo.

Tabla 16
Tiempo total estimado de largo del celo en las ovejas receptoras

Ovejas 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
receptoras

Largo de

celoen 18 18 18 18 18 18 7 12 12 18 18 18 12 18 5
horas

Como se indica en el cuadro 16, diez ovejas presentaron celo 18 horas, tres ovejas
presentaron 12 horas, una oveja siete horas y la uUltima cinco horas aproximadamente,

en porcentajes se detalla en el siguiente cuadro.
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Figura 25. Tiempo total estimado de largo del celo en las ovejas receptoras

Como se indica en la figura 25, el 66.7% presentaron celo 18 horas, 20% presentaron 12

horas, 6.7% presentaron siete horas y 6.7% aproximadamente cinco horas.

En la siguiente tabla se observa a las siete ovejas receptoras que fueron seleccionadas

al azar y en qué ovario ocurrio la ovulacion para posteriormente transferir los embriones.

Tabla 17
Ubicacién del cuerpo lateo en el ovario de las ovejas receptoras

Ovejas
2 3 4 5 6 7
receptoras
CL ol ol oD Ol oD Ol Ol

Posterior a la evaluacion de la calidad de los embriones se procedié a la transferencia
en las ovejas receptoras y para esto se identifico al cuerpo luteo donde ocurrié la
ovulacion. Como se indica en el cuadro 17, cinco ovejas receptoras presentaron cuerpo
luteo en el ovario izquierdo que representa el 71.43% y dos ovejas presentaron cuerpo

luteo en el ovario derecho representando 28.57%.
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Tabla 18

Calidad y estado de los embriones transferidos de las ovejas donadoras a las
receptoras

Ovejas Embridn transferido
Donadoras y calidad Receptoras
D1 Mérula (1) R1
D1 Blastocisto (2) R2
D2 Mérula (2) R3
D3 Blastocisto (1) R4
D3 Blastocisto (1) R5
D3 Blastocisto (1) R6
D3 Morula (2) R7

Como se indica en el cuadro 18, en la primera columna indica a las tres ovejas
donadoras, la segunda columna indica el embrién que donaron esto en estado y calidad
y la tercera columna son las siete ovejas receptoras a las que se les transfirieron los

embriones.

La primera oveja donadora (D1) don6 dos embriones, una morula de primer grado a la
primera oveja receptora (R1) y un blastocisto de segundo grado a la segunda oveja

receptora (R2).

La segunda oveja donadora (D2) dond un embrién, una moérula de segundo grado a la

tercera oveja receptora.

La tercera oveja donadora (D3) dono cuatro embriones, tres blastocistos de primer grado
a tres ovejas receptoras (R4), (R5), (R6) y un embriéon moérula de segundo grado a la
séptima oveja receptora (R7).
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6.1.3 Diagndstico de la gestacién por efecto de la transferencia

Posterior a la transferencia de los embriones a las siete ovejas receptoras, a

continuacion, se detalla lo siguiente:

Tabla 19
Porcentaje de gestacién en las ovejas receptoras transferidas
Receptoras 1 2 3 4 5 6 7 Total TOt;: en
3 42.86%
Gestacibon No Si No No Si Si No ~ de
prefiadas L
gestacion

Como se indica en el cuadro 19, tres receptoras dieron positivo a la gestacion, que
representa el 42.86%, esto se hizo mediante la prueba del retorno al celo con machos
enteros, cuatro receptoras retornaron al celo entre los 15 a 20 dias en los primeros meses

posterior a la transferencia embrionaria.
6.2 Discusiones

6.2.1 Cuerpos Luteos en las ovejas donadoras

En el trabajo desarrollado, la media encontrada de los cuerpos lateos fue 5.5 +2.17, datos
parecidos al trabajo de Martinez y col. (2017) que obtuvieron una media de 4.3t5.2
utilizando el mismo protocolo con FSHp en dosis decrecientes en ovejas criollas. Olivera
y col., (2001), de la misma forma utilizaron dosis decrecientes de FSH y observaron
10.5+7.8, 16+8.5 cuerpos luteos con eCG y sin eCG respectivamente en 26 ovejas de
tres razas (8 Lachas, 8 Manchegas y 10 Aragonesas), estas razas son catalogadas

prolificas razon por la cual los datos son mayores al trabajo realizado.

Gibbons y Marcela (2004), obtuvieron 11,8+1.4 en su primer grupo y 9.7+2.8 en el
segundo, utilizando FSHp en 23 ovejas merino inseminadas con semen congelado a las
42 y 55 horas, estos datos son significativamente mayores, debido a que lo realizaron en
diferentes horas y ademas es una raza prolifica. Téllez y col. (2011), encontraron
26.5+7.68 cuerpos luteos en ovejas Rideau Arcott y 9.00+2.52 en Suffolk con eCG y FSH
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en dosis decrecientes, datos significativamente mayores ya que también se trata de
ovejas prolificas y la inseminacion via intrauterina con semen fresco aumenta la tasa de
fertilizacion. Harasymowycz y col. (2014), obtuvieron una media igualmente mayor al
trabajo con 18.4 y 12.2 cuerpos luteos en 10 ovejas cruza Texel con dosis decrecientes

y dosis constantes de FSHp.

Gavancho y Limayrnanta (2011), encontraron 8,2+2,16 en el T1 con 150 mg de EHE
elaborado en laboratorio y en dosis decrecientes, mientras las ovejas del T2 presentaron
un promedio de 7,96 +£1,93 con 500 IU de eCG, estos datos solo utilizando eCG son
similares al trabajo realizado con FSH en dosis decrecientes. Morales y col., (2019), en
el T1 obtuvieron 5,40+3,0 cuerpos lateos con 1000 Ul eCG y en el T2 9,80+5,20 con
1500 Ul de eCG en 16 ovejas Poll Dorset, esta raza es prolifica y presentaron similares
resultados con el trabajo. Azawi y Al-Mola (2011), en época reproductiva obtuvo 7.33 +
0.54 con eCG mas GnRH y 4.33 £ 0.39 s6lo con eCG; en época no reproductiva encontrd
2.27 £ 0.38 con eCG y 3.43 £0.22 con eCG mas GnRH en 24 ovejas Awassi lo cual
mencionan que hay diferencias en épocas y son similares a los resultados del trabajo

utilizando ovejas criollas.

Otros datos superiores al trabajo son de Vivanco, (2013) con 9.77+3.94 cuerpos lateos
en ovejas East Friesian y 9.40+£3.00 en ovejas Dohne con eCG e inseminadas por la
técnica laparoscopica lo que aumenta el porcentaje de fertilidad. Gonzalez y Quezada
(2016) realizaron el conteo de cuerpos luteos en dos diferentes dias, utilizando 21 ovejas
Corriedale superovulados con FSH y eCG, después de la fertilizacion administraron
progesterona de accién prolongada, al dia siete obtuvo para el T1 control 8.3+1.45, para
el T2 con seis mg de progesterona 7.5+4.50, para el T3 con 18 mg de progesterona
22.0£18.00 cuerpos luteos. Al dia 13 fueron para el T1: 7.0+2.52, para el T2: 3.0£0.00 y
para el T3: 3.0+1.00, los resultados obtenidos del dia siete son mayores al trabajo
desarrollado con la administracién de progesterona después de la fertilizacion.
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6.2.2 Evaluacion y clasificacion de embriones

En el presente trabajo desarrollado se obtuvo una media de 1.75+£1.47 embriones, estos
datos son similares a Morales y col., (2019) que en su primer tratamiento obtuvo
0,63£1,41 y en el segundo tratamiento 2,13+2,30 embriones en ovejas Poll Dorset,
también se encontrd datos parecidos al de Martinez y col. (2017) donde encontraron 2.2
+ 2.5 embriones en ovejas criollas utilizando en mismo tratamiento. Otros datos similares
son de Azawi y Al-Mola (2011), ellos utilizaron ovejas de la raza Awassi en época
reproductiva y obtuvieron 4,32 + 0,56 con eCG mas GnRH y 1,06 + 0,26 con eCG, los
primeros datos son mayores al trabajo ya que Azawi y Al-Mola utilizaron GnRH 24 horas
después de la remocion de la esponja lo que increment6 el porcentaje de fertilidad.
También se encontrd similitud con Téllez y col. (2011), donde obtuvieron 2.25+1.93

embriones en las ovejas Rideau y 1.00£1.00 en las Suffolk.

Olivera, y col, (2001), en el grupo con eCG encontraron 5.6x4.2 y 10.7+10.0 embriones
sin eCG en ovejas de tres razas donde el grupo sin eCG tiene mayor cantidad de
embriones, en este caso las ovejas son catalogadas como prolificas a diferencia de las
criollas en este caso donde los datos obtenidos son menores. También Gibbons y
Marcela (2004), en el primer grupo las ovejas inseminadas a las 42 horas después de
detectar celo obtuvieron 5.3+1.1 y 4.6+1.3 embriones en el segundo grupo inseminadas
a las 55 horas después, en otra investigacion de los mismos autores Gibbons y Cueto
(2013), colectaron 5.9+0.6 y 6.4+1.2 embriones con dosis bajas y altas de FSH a dosis

decrecientes en ovejas merino, estos datos son mayores a los obtenidos en el trabajo.

Otro autor que encontré mayor namero de embriones fue Vivanco (2013), que dada la
buena respuesta ovulatoria en su investigacion obtuvieron para la raza East Friesian
4.08+3.85 embriones y para la raza Dohne 7.10+5.8, datos mayores a los obtenidos ya

qgue también se tratan de dos razas lecheras prolificas.
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6.2.3 Diagndstico de gestacion

En la presente investigacion se obtuvo un 42.86% de gestacion, a diferencia de Gibbons
y Cueto (2004), que obtuvieron datos superiores en su trabajo con un porcentaje de
70.2% y 80.0% de gestacion en los dos grupos inseminados en diferentes horas.

Téllez y col. (2011) registraron 33.33+33.33% en las ovejas Rideau Arcott y
80.00£20.00% en Suffolk; Matinez y col. (2017) registraron 50% de gestacion en su
investigacion donde lo califican como moderada, tratandose de ovejas criollas, que
reportan un indice de una cria por afio y en condiciones de campo el porcentaje de

fertilidad baja.
6.2.4 Paricidon

Como dato adicional, las tres ovejas receptoras que dieron positivo a la gestacion,
tuvieron sus partos normales, una de las crias tuvo una muerte perinatal en los primeros

dias debido a factores estresantes.

7. CONCLUSIONES
Se pudo colectar siete embriones viables en las cuatro ovejas donadoras multiovuladas.

La respuesta del protocolo en los ovarios de cada oveja donadora, con relaciéon al conteo
de los cuerpos lateos tuvo diferencias en cada una, la mayor cantidad de cuerpos lateos
fueron ocho en la tercera donadora en el ovario izquierdo, en la primera y cuarta
donadora no hubo respuesta al tratamiento sin encontrar cuerpos lateos ni foliculos en

desarrollo en el ovario izquierdo de ambas donadoras.

Del total de embriones colectados, se identificaron cuatro blastocistos y tres morulas, a
la evaluacién de la calidad de los mismos fueron tres embriones de segundo grado y

cuatro embriones de primer grado.

Con relacién al porcentaje de gestacion, se obtuvo 42.86%, esto es calificada como

moderada, tratdndose de ovejas criollas que reportan un indice de una cria por afio.

Las pariciones fueron de forma natural, estas no presentaron problemas durante el parto,

al igual que las crias.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios sobre la fisiologia reproductiva de los ovinos
criollos.

e Desarrollar trabajos de transferencia de embriones en mayor cantidad de animales
y clasificado por edades.

e Utilizar otros protocolos de multiovulacion y sincronizacion de celo en ovinos
criollos.

e Realizar investigaciones de Transferencia de Embriones en ovinos criollos en

diferentes sistemas de produccion.
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10.ANEXOS

Figura 26. Farmacos empleados para el pre y postquirargico

Figura 27. Ingreso de la donadora para la colecta de embriones
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Figura 29 y 30. Aplicacion de anestesia local
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Figura 31. Laparotomia exploratoria para la evaluacion de cuerpos luteos

presentes en los ovarios

Figura 32. Colecta de embriones — lavado
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Figura 33. Busqueda de embriones
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