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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollo, en la Central Genética Gruber Zambrano
de la Asociacion de Ganaderos de Santo Domingo (ASOGAN SD), en las
siguientes coordenadas 0°15°11”S 79°10°31.3” O, la fase experimental fue
durante 120 dias desde junio a octubre de 2020. Con el objetivo de determinar
el efecto de la suplementacién vitaminico — mineral sobre la calidad de ovocitos
para produccion in vitro de embriones en vacas cebuinas donadoras, para lo cual
se utilizaron 4 productos comerciales a 9 vacas Bos indicus de raza Gyr lechero,
las que constituyeron los cuatro tratamientos para el efecto se utilizé un disefio
de medidas repetidas. En cuanto a la produccion de ovocitos viables el
tratamiento de mejor desempefio fue el T2, asi mismo para la produccion de
embriones este tratamiento obtuvo la mayor respuesta, mientras que el estudio
econdmico mostré que el T1 tuvo la mayor tasa de retorno siendo el mas
rentable, en este sentido es necesario el suministro de complejo vitaminico y
mineral a vacas donadoras para obtener mayor produccion y calidad de ovocitos

como para la fertilizacion de los embriones.

Palabras claves. Complejo vitaminico, Bos indicus, fertilizacion in vitro.

Xl



SUMARY

The present investigation was developed at the Gruber Zambrano Genetic
Center of the Santo Domingo Cattlemen Association (ASOGAN SD), at the
following coordinates 0 °© 15°11”°S 79 ° 10"31.3"" O, the experimental phase was
for 120 days from June to October 2020. With the aim of determining the effect
of vitamin-mineral supplementation on the quality of oocytes for in vitro production
of embryos in donor zebu cows, for which 4 commercial products were used for
9 cows Bos indicus of the dairy Gyr breed, which constituted the four treatments
for the effect, a repeated measures design was used. Regarding the production
of viable oocytes, the best performing treatment was T2, likewise for the
production of embryos this treatment obtained the highest response, while the
economic study showed that T1 had the highest rate of return, being the most
profitable In this sense, the supply of vitamin and mineral complex to donor cows
IS necessary to obtain greater production and quality of oocytes as well as for the

fertilization of the embryos.

Keywords. Vitamin complex, Bos indicus, in vitro fertilization.
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1.- INTRODUCCION.

En Ecuador, el ganado vacuno, consta de 4,1 millones de cabezas a nivel
nacional, dividida dentro de las distintas regiones: Sierra 48,4%, Costa 42,4%,
Amazonia 9,1% y Zonas no delimitadas 0,03%, del total de ganado existente en
el 2018, el 69,2% son hembras y el 30,8% machos, del porcentaje de hembras
del 55,6% son vacas, el 25,2% vaconas y un 19,2% terneras, la raza de ganado
vacuno que predomina es la mestiza con 1,5 millones de cabezas, que
representan el 37,7% de la poblacion bovina, seguido de la raza criolla con un
23,8% (ESPAC, 2019).

El mejoramiento genético del ganado bovino en Ecuador, es una labor de
constante crecimiento aunque tenga algunas limitantes para los productores
ganaderos, ya que se requieren una mayor demanda de inversion, pero a la vez
se logra una mejora genética acorde al sistema de produccién que se tenga,
actualmente los sistemas biotecnoldgicos que se realizan para la reproduccién
es mediante inseminacion artificial (I1A), inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF), fertilizacion in vitro (FIV) y transferencia embrionaria (TE), estos sistemas
han sido incluidos de manera progresiva en las ganaderias con el fin de brindar
un adecuado bienestar y salud animal que ayude a la mejora reproductiva y

genética y asi elevar la tasa de prefiez (Torres, 2014).

La baja tasa de prefiez hoy en dia se debe al inadecuado manejo técnico de los
ganaderos, otro factor que influye es el poco uso del flushing en lo que respecta
al ganado de carne ya que esto consiste en el aporte alimentario durante un corto
periodo de tiempo, lo cual permitira obtener un aumento en la tasa de ovulacion
que va desde un 73,7% a un 89,3%, y el efecto de la presencia del macho donde
este estimulo producido sobre las hembras puede influir 3 momentos

estratégicos en la vida reproductiva: la pubertad, el anestro y estro (Perez, 2004).

Ruiz (2016), expresa que un adecuado manejo de sales minerales y nutrientes
influye mucho en el ambito reproductivo tanto en su tasa de prefiez como en la

actividad ovérica ya que conforme las novillas alcanzan su pubertad el tracto



reproductor llega a su madurez y por tanto su funcionalidad en la actividad

folicular y luteal.

Depablos (2009), manifiesta que, por tal razon se debe imponer la necesidad de
suministrar suplementos alimenticios de manera prioritaria debido a la dificultad
de encontrar un forraje que sea capaz de suministrar la cantidad y calidad de
nutrientes que requiere el animal, por lo cual estas raciones carentes en
nutrientes repercutirdn en el reinicio de la actividad ovarica afectando asi la

productividad de su sistema.

Tanto minerales como vitaminas cumplen un rol esencial dentro del desarrollo y
actividades fisiolégicas asociadas a la reproduccion (Simonetti, 2018), es por
esto que la aplicacién de este producto al inicio de un protocolo podria ser el
momento indicado para iniciar una suplementacion y evaluar si existen mejoras

en la respuesta reproductiva luego de la aplicacion del tratamiento.

Considerando las razones anteriormente expuestas y la mejora sobre la calidad
de ovocitos vinculada a la dosificacion de la suplementacién vitaminico — mineral
para mejorar la produccién de embriones in vitro, es razonable cuestionarse
¢, Qué influencia tiene la suplementacion vitaminico y mineral sobre la calidad de
ovocitos obtenidos de vacas cebuinas donadoras para la produccién de

embriones in vitro?



2.- JUSTIFICACION.

La suplementacion mineral apropiada del ganado es esencial para la salud y
desemperio de los animales. La alimentacion optima del animal significa que los
nutrientes individuales, tales como los minerales y vitaminas, tienen que ser
provistos en la racion tanto de cantidad como en las proporciones adecuadas,
ya gue las interacciones individuales de algunos de ellos, pueden influenciar su

disponibilidad y utilizacion de otros (Gonzalez, 2018).

Los embriones producidos por las vacas donantes y la transferencia a las
receptoras es el trabajo basico de la transferencia de embriones, por lo cual es
necesario un buen manejo de las vacas donantes para maximizar su produccion,
y en el caso de las receptoras que estén aptas en el momento oportuno (Ruiz,
2015).

Las actividades fisioldgicas asociadas a la reproduccion como presencia de
ciclos estrales, gestacion, lactacion y crecimiento son exigentes desde el punto
de vista mineral y requieren un suministro constante y adecuado de los mismos.
Asi, estos procesos establecen la necesidad de cuantificar los minerales
requeridos ya que condiciones de subnutricién afectan considerablemente la

respuesta animal (Germandia, 2007).

El principal enfoque que se tiene de la vaca donadora es que su genética sea
superior a la del resto del hato, con el fin de obtener una descendencia rapida
(Sarmiento, 2007), teniendo en cuenta su dieta basada en elementos minerales
al momento de suplementar debido a que pueden influir en su absorciéon y efecto
(Walenciak, 2005).

Las vitaminas A, D3 y E son compuestos organicos requeridos para el
mantenimiento y crecimiento de los animales, las cuales no son sintetizadas por
lo que tienen que aportarse en la dieta o por alguna otra via. Las vitaminas
tampoco son fuente de energia ni forman parte de las estructuras del cuerpo,
pero son indispensables para el metabolismo y algunas funciones especificas en

el organismo (Legninger, 2017).



La vitamina A es la mas importante en la alimentacién del ganado, es esencial
para el crecimiento normal, reproduccion, mantenimiento del tejido epitelial y
desarrollo de huesos. En el aparato reproductivo de las hembras mejora el
desarrollo normal de la placenta y del embrién, mejor desarrollo 6seo feto, dando
lugar al nacimiento de becerros sanos y la reanudacion rapida del proceso
reproductivo (calor). La vitamina D en presencia de la vitamina A, ayuda a
prevenir el raquitismo, en la gestacion cuando la vaca requiere una cantidad
adicional de vitamina D, para la debida asimilacién y aprovechamiento del calcio
y del fosforo; ya que, estos minerales son indispensables durante la formacién
Osea del feto. La vitamina E por su actividad estimulante que desarrolla en la
fertilidad de los sementales (toros); asi como, en el comportamiento reproductivo
de las hembras. Cuando las hembras han consumido abundante vitamina E
durante el periodo de gestacion; sus crias, naceran con reservas suficientes de
la vitamina; consecuentemente, durante la lactancia el becerro acumulara
cantidades adicionales de vitamina E, por medio de la leche materna (calostro)
(UGRJ, 2019).

El suministro de suplementos minerales y vitaminicos permite corregir
desequilibrios y deficiencias de elementos minerales y vitaminas en dietas de
bovinos de pastoreo. Los minerales no representan una opcién nutricional en el
hato de carne o leche, son obligatorios. Y la cantidad que se debe dar, por medio
de los alimentos, esta relacionada con la zona, tipo de ganado y calidad de las
pasturas (Mendoza, 2017).



3.- OBJETIVOS.

3.1.- OBJETIVO GENERAL.

= Determinar el efecto de la suplementacion vitaminico — mineral sobre la
calidad de ovocitos para produccion in vitro de embriones en vacas

cebuinas donadoras.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

= Evaluar el efecto de diferentes niveles de suplementacién mineral y
vitaminico sobre la produccién y calidad de ovocitos.

= Establecer la influencia de diferentes niveles de suplementacion
vitaminico — mineral sobre la produccion de embriones obtenidos
mediante fertilizacion in vitro.

= Determinar costo beneficio de los distintos niveles de suplementacién

vitaminico y mineral con relacién a la produccion de embriones.



5.- MARCO TEORICO.

5.1. Bovinos existentes en Ecuador.

En Ecuador, la cria de ganado bovino se caracteriza por tener 4,1 millones de
cabezas a nivel nacional, donde su existencia es dividida dentro de las distintas
regiones, tales como: Sierra 48,4%, Costa 42,4%, Amazonia 9,1% y Zonas no
delimitadas 0,03%. Del total del ganado existente en el 2008, el 69,2% son
hembras y el 30,8% machos, del porcentaje respectivo de hembras el 55,6% son
vacas, el 25,5% vaconas y un 19,2% terneras (ESPAC, 2019).

Plaza (2016), concluye que existen alrededor de 280 mil productores de ganado
bovino de carne en el pais: dos tercios de estos ganaderos son pequefios
productores con propiedades de 20 Ha o menos y alrededor de 28% de las
haciendas tienen entre 20 y 100 Ha y se las considera operaciones ganaderas
de tamafio mediano para los estandares locales, ademas se estima que
alrededor de 3,9 millones de cabezas del hato ganadero local son animales para
carne y para doble propdsito predominando las actividades de produccion mixtas
donde el uso mayoritario son de sistemas extensivos, donde el pasto es la

principal fuente de alimentos de los animales.

5.2. Principales razas en Ecuador.

Jara (2015), menciona que entre las principales razas bovinas que se destacan
en el sector ganadero tenemos, para produccion bovina lechera; Holstein-
Friesian, Brown Swiss, Jersey, Ayrshire, Guernsey, donde los antecesores de

estas razas son procedentes de Europa.

Estas razas tienen caracteristicas distintivas las cuales permiten su
identificacidén. La raza Holstein es de un mayor tamafio la cual puede llegar a
pesar entre unos 675 kg, su color distintivo es blanco y negro, aunque existen
también algunos ejemplares que pueden llegar a ser blancos y rojizos. La raza
Ayrshire, Brown Swiss y Guernsey poseen un tamafio menor a la mencionada

anteriormente a diferencia de estas la Jersey es de un tamafio menor.



La raza Brown Swiss su color varia desde un castafio grisaceo claro hasta un
castafio oscuro; la Ayrshire puede ser rojiza, castafia o caoba blanco, y la
Guernsey es de color marrén claro, con marcas blancas y piel amarillenta, la

Jersey sus colores van desde un bayo claro, pasando por el marréon.

Para la produccion de carne las razas destacadas son: Angus, Brahman, Gyr,

Charolais, Simmental y entre otros cruces.

Las caracteristicas principales para el ganado de razas carnicas son las descritas
a continuacién: Raza Angus es de tamafio mediano, su pelaje destacable color
negro o en tales casos colorado, estos animales carecen de cuernos lo que hace
de este una caracteristica destacable en los criadores; la raza Charolais tiende
a ser musculosa con un peso considerable entre unos 1100 kg para los machos,

destacando a nivel mundial por buen productor de carne (Avilés, 2016).

Entre las razas originarias de Asia que han sido mayormente utilizadas en cruces
en los paises tropicales alrededor del mundo, incluyendo las zonas célidas de
Ecuador, la raza Brahman su principal caracteristica es la joroba en su lomo y
sus orejas blandas largas, sus colores generalmente son blancos, grises y rojos,
esta raza posee una capacidad notable de adaptacion y supervivencia; el bovino
de raza Gyr es de talla media, siendo la distinciéon de las otras razas debido a la
conformacion de su cabeza que posee una frente muy amplia y convexa
haciéndola inconfundible, sus cuernos son caidos y dirigidos hacia atras, sus
orejas también son largas y colgantes terminadas en punta, su color tipico es
blanco moteado de rojo, habiendo estirpes con mas rojo que blanco; dentro de
las razas bovinas en el Ecuador, también encontramos los bovinos criollos por
sus colores, entre ellos esta el negro lojano, encerado, colorado y pintado, estas
cumplen un rol muy importante en la vida de las comunidades campesinas, pues
constituye una fuente de sustento y trabajo que benefician a estas regiones

donde la crianza de otros bovinos seria insostenible (Riofrio, 2016).

5.3. Problemas reproductivos.

Los problemas reproductivos pueden presentarse con frecuencias en las

ganaderias y afectar de forma dramatica la eficiencia reproductiva en el hato,



algunos de los trastornos mas frecuentes son los quistes ovaricos, perdida
embrionaria temprana y placenta retenida (Fricke P. , 2015). Los problemas
caracterizados por infertilidad, muerte embrionaria, abortos, mal formaciones
congénitas y nacidos débiles son prevalentes en el ganado, ocasionando serias
pérdidas econdmicas que son de relevancia en la industria ganadera, afectando
la productividad de los hatos (Rivera H. , 2015).

5.3.1. Los quistes ovaricos.

Garverick (2016), define que los quistes ovaricos como estructuras llenas de
fluido anovulatorio de =2 25 mm de diametro que persisten en los ovarios por mas
de diez dias, estos quistes en las vacas lecheras se mencionan como la causa
principal de pérdida econdmica y disfuncidon reproductiva en operaciones. Estos
quistes pueden ser foliculares o luteales, los foliculares son de paredes delgadas
llenos de liquidos, estudios tempranos reportaron que las vacas que poseen

quistes presentan una conducta estral intensa y prolongada (Kesler, 2015).

Aquellos quistes luteos presentan paredes gruesas con estructuras llenas de
fluido, la mayoria de quistes luteos probablemente se forman mediante la
luteinizacidn de un quiste folicular Garverick (2016) y pueden causar infertilidad
si persisten y mantienen progesterona sistémica en concentraciones que
impiden el incremento de LH y la ovulacion. Las vacas con excesiva condicion
corporal al secado estan 2.5 mas propensas a desarrollar quistes ovaricos
(Gearhart, 2016). Para el tratamiento se puede administrar GnRH lo cual induce
a la ovulacién de un foliculo dominante que crece normalmente antes que el
quiste (Fricke, 2016).

5.3.2. Pérdida embrionaria.

La pérdida de la prefiez contribuye a una ineficiencia reproductiva, debido a que
la fertilidad que se valora en algun punto durante la prefiez, los factores
asociados con la pérdida de la prefiez pueden ser similares a los de la baja
fertilidad, tales como la nutricion la cual tiene un impacto importante en la
fertilidad de las vacas. Una revision reciente Ferguson (2015), indica que las

causas nutricionales de baja fertilidad mas probables son: el manejo de energia,
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excesiva alimentacion de proteina y deficiencias de elementos menores y

vitaminas.

5.3.3. Placenta retenida.

Durante la ultima fase de la gestacion, el feto tiene dos partes, el feto mismo y
las membranas que lo rodean o la placenta, esta misma sirve como la unidad
funcional de intercambio entre los sistemas maternos y fetales, la eliminacién de
la placenta después de la paricion depende de la separacion de la porcién
carundular y cotiledonaria, la cual es expulsada durante dentro de las 8 horas
después del nacimiento del ternero. Si la retencién perdura por 8 o 12 horas o

mas es un indicativo anormal (Laven, 2015).

Sanchez (2015), recalca la importancia de reconocer la presencia de agentes
patdgenos en el tracto genital de los bovinos, debido a que el tracto genital de la

hembra posee flora bacteriana en toda su extension, a excepcion del Gtero.

5.3.4. Aborto.

El aborto es un factor limitante del desarrollo ganadero es definido como la
pérdida del producto de concepcién a partir del periodo fetal, es decir a los 42
dias aproximadamente, la pérdida antes de los 42 dias es considerado como
pérdida embrionaria. La neosporosis es una de las causas de abortos o0 a su vez
generar terneros con lesiones cerebrales o terneros infectados congénitamente.
Otra de las enfermedades infecciosas que lleva a producir el aborto es la
Brucelosis bovina, esta bacteria invade la placenta produciendo una placentitis
e invasion fetal ocasionando el aborto mayormente al quinto mes de gestacion
(Rivera, 2016).

5.3.5. Malformaciones congénitas.

Las malformaciones congénitas de etiologia genética o por agentes externos
pueden provocar la muerte intrauterina y el organismo en desarrollo sera
reabsorbido, abortado, nacer muerto, morir en el periodo neonatal, estar limitado

para la reproduccion (Rojas, 2015).



5.4. Alternativas de alimentacion.

Para brindar un adecuado alimento se debe de tener en cuenta estos puntos
importantes, hay que considerar que los alimentos se clasifican por categoria
dependiendo de su fuente y composicion quimica, siendo estas establecidas
como: 1. Energética (pastos, forrajes, agua, entre otros), 2. Proteica
(leguminosas y concentrados), 3. Vitaminas y 4. Minerales, todos ellos reflejados
en la materia seca que tienen los alimentos. Para ello, es necesario conocer las
fuentes de alimentos, los niveles de produccién y asi como la tasa de produccién

animal existente (Navarro, 2015).

En toda alimentacion lo primordial es el agua, ya que por cada litro de leche
producido una vaca necesita beber al menos 3 litros de agua, por ende, si reduce
la cantidad de agua, reduce la cantidad de leche que produce. El consumo de
agua se relaciona también por la talla del animal, edad, productividad y ambiente,
en general se puede estimar un consumo de agua dentro de un rango del 8 al
12% del peso del animal (Delaval, 2015).

5.4.1. Ensilaje de maiz.

Es una especie forrajera destacada porque presenta un alto volumen de forraje,
un alto contenido de fibra cruda igual o superior a 18% y con un contenido de

nutrientes digestibles totales superior a 70% en base seca.

Ensilar es un método de almacenaje o conservacion de forraje de maiz en silos,
donde se les brindan ciertas condiciones para los procesos fermentativos, el
maiz como forraje es cultivado con el objetivo de ser transformado en carne y
leche. La aptitud del maiz para obtener un ensilaje de calidad esta
estrechamente relacionada con la concentracion de lignina (Fisher, 2018).

Para elaborar el ensilaje se utiliz6 follaje de maiz cosechado a los 90 dias, donde
la conservacion de los silos estuvo en un periodo de fermentacién de 70 dias,
este fue almacenado en bolsas para silos de 45 kg. Dentro de sus caracteristicas
nutritivas tenemos que el ensilaje es de alto contenido energético debido a que
gran porcentaje de su materia seca (MS) se constituye de almidén y azucares
solubles, la fibra cruda esta constituida por hemicelulosa y pentosanos; siendo
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su digestibilidad de orden de un 60%, su contenido de proteina cruda (PC) varia

entre 6 y 12% segun la fertilidad del suelo (Jorgensen, 2015).

5.4.2. Tithonia diversifolia.

En los ultimos afios, la inclusion de forrajeras como la Tithonia diversifolia “Botén
de oro” en dietas bovinas ha permitido reducir los costos de produccion, la
incidencia de enfermedades metabdlicas, asi como incrementar el desempefio
productivo y reproductivo de los animales (Gallego, 2015). El uso de esta planta
como recurso para la alimentacion animal, es cada vez mas frecuente, debido a
su alta rusticidad, buen valor nutricional, alta digestibilidad de la materia seca y
la presencia de aceites en sus flores; ademas de la elevada tasa de biomasa
(Mahecha, 2015).

Es una alternativa para la suplementacion de animales monogastricos y
rumiantes, por eso se debe de tener en cuenta esta forrajera para el desarrollo
de los sistemas agropecuarios debido a su facil propagacion, manejo y cultivo.
Sus propiedades nutricionales hacen de esta, una especie vegetal promisoria
porque disminuye los costos de produccion, beneficia a los productores y
mantiene el rendimiento fisiolégico de los animales, siendo asi rentable para el
sector productivo. Aquellas plantas que su edad de corte vario entre 70 y 90 dias
obtuvo un 85% y 90% de degradabilidad de materia seca y mejor

aprovechamiento de los nutrientes (Gonzales, 2015).

La composicién nutricional de la materia prima del boton de oro, de las fuentes
alimenticias ofrecidas en lo estudiado tenemos lo siguiente: MS 14.5%, FDN
57.1%, FFDA 56.7%, PC 12.15%, EE 1.45%, Ca 0.58%, P 0.30%, 4305 Kcal Kg
de MS (Villegas, 2016).

5.4.3. Pulpa de Totumo.

La necesidad de tener al alcance alimentos naturales ricos en nutrientes, que
garanticen en gran parte del afio la productividad y bajos costos de produccion
en los hatos ganaderos, es por eso que en la época de verano se encuentran

alternativas de alimentacion para bovinos como es el arbol de Totumo
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(Crescentia cujete L.), fruto silvestre cuya fruta se usa como expectorante
(Murgueitio, 2015).

La pulpa del totumo en sus caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales, puede
facilitarles a los ganaderos como alternativa de alimento para el ganado, ya que
tradicionalmente son alimentados con pastos naturales los cuales en épocas de
sequia se escasean y su calidad nutritiva (proteina, carbohidratos y fibra) se ve
reducida drasticamente, para ello se cosechan los totumos a los 6 meses de su
estado de maduracion fisiolégica, despulpandolos con un objeto corto punzante
y estrujado manual, con posterior ensilado por 8 dias en tanques de plastico
herméticos, revisando los estados de temperatura diaria. Flores (2015),
manifiesta que, desde un punto de vista nutricional, esta es la alternativa mas
conveniente para la alimentacién bovina porque presenta mayores contenidos
de proteinas y minerales, teniendo un 11,63% de fibra, 10,56% de proteina,
41,30 % de carbohidratos.

5.5. Los minerales.

Los minerales son considerados actualmente elementos esenciales para los
animales, aunque tradicionalmente fueron definidos como los nutrientes pobres
de la nutricién y alimentaciéon animal. Actualmente se ha demostrado con
evidencia clinica y productiva, el importante rol metabdlico de los minerales en
el animal sano y productivo, como también se ha definido que elemento mineral
y porcentaje del mismo es requerido para el normal funcionamiento del

organismo.

Los macrominerales (calcio, magnesio, fosforo, sodio, potasio, cloro y azufre) y
los oligominerales (cobre, zinc, hierro, selenio, cobalto, iodo, manganeso,
molibdeno y cromo) son elementos esenciales y necesarios para transformar la
proteina y la energia de los alimentos en componentes del organismo o en
productos animales como leche, carne, crias, piel, lana. Ademas, ayudan al
organismo a combatir las enfermedades, mantenimiento al animal en buen

estado de salud.
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Se ha considerado a los minerales como el tercer grupo limitante en la nutricion
animal, siendo a su vez, el que mayor potencial y menor costo tiene para
incrementar la produccion del ganado. Los minerales desempefian funciones tan
importantes como ser constituyentes de la estructura 6sea y dental, de tejidos
blandos y liquidos corporales. Cuando el aporte de minerales en la racion no es
el adecuado en calidad o cantidad se originan las deficiencias minerales,
encuadradas dentro de las enfermedades metabdlicas o enfermedades de la
produccion. Estas son responsables de importantes pérdidas econdmicas en los

rodeos de bovinos de carne y leche (Castro, 2016).

5.5.1. Deficiencia de los minerales.

Las deficiencias de minerales en el ganado, han sido reportadas en casi todas
las regiones del mundo. Los minerales mas criticos para los rumiantes en
pastoreo, son los siguientes: Ca, P, Na, Co, Cu, I, Se y Zn. En muchas
circunstancias en Cu, Co, Fe, Se, Zn y Mo disminuyen conforme avanza la edad
del forraje (Montero, 2006).

Por otra parte, Banchero (2007), manifiesta que las deficiencias de minerales
mas comunes en animales en pastoreo son la de Fésforo, Sodio, Cobalto, Yodo,
Selenio, Cobre, Zinc y ocasionalmente Magnesio, mientras que las deficiencias

mas importantes en animales alimentados con granos son de Calcio y Sodio.

Las deficiencias minerales subclinicas (sin sintomas clinicos, pero con
alteraciones bioquimicas presentes) son las mas graves ya que conducen a
importantes pérdidas econdémicas por pasar desapercibidas para el productor.
Las deficiencias clinicas pueden estar acompafadas por bajo porcentaje de
partos, retencion de placenta, mayores cifras de servicios por gestacion, baja
produccion de leche, abortos, incremento del intervalo entre partos, menor peso
al nacimiento y destete, menor porcentaje de destete, menor ganancia de peso,
mayor incidencia de enfermedades infecciosas, fracturas espontaneas, diarrea,

deformacion de huesos y mortandad (Cseh, 2015).
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5.5.2. Requerimientos de minerales.

Los requerimientos minerales en los animales son relativamente bajos para el
mantenimiento (que sirven para compensar pérdidas endégenas), mientras que
los de produccién (crecimiento, gestacién y lactancia) varian con la edad y
funciones que deben desarrollar, incluyendo la naturaleza y el nivel de

produccion (Repetto, 2004).

Los minerales son nutrientes esenciales para todos los animales se han
identificado un minimo de 16 elementos indispensables para los rumiantes
teniendo en cuenta las funciones que los mismos cumplen en el organismo. Los
minerales en el organismo son completamente esqueleto, dientes, tejidos
blandos, liquidos corporales, pigmentos respiratorios y estan involucrados en el

funcionamiento celular (Salamanca, 2010)

Los requerimientos en nutrientes en las vacas vacias varian segun el peso del
animal, la edad, el estado fisiologico (gestante o vacia) y el nivel de produccién
Alvarez (2005), y a su vez, la nutricion adecuada para cada etapa de crecimiento
y de produccion debe ajustarse de acuerdo a diversos factores como son: el
manejo de potreros, la capacidad de carga, buena calidad y cantidad de forraje
disponible, todo ello segun el potencial genético del ganado que se tenga (Farias,
2006).

5.6. Las vitaminas.

Las vitaminas son compuestos organicos requeridos para el mantenimiento y
crecimiento de los animales, las cuales no son sintetizadas por ellos, por lo que
tienen que aportarse en la dieta o por alguna otra via. Las vitaminas tampoco
son fuente de energia ni forman parte de las estructuras del cuerpo, pero son
indispensables para el metabolismo y algunas funciones especificas en el
organismo. Las vitaminas se clasifican de acuerdo a su solubilidad en
hidrosolubles y liposolubles. Las liposolubles (A, D, E y K) estan formadas
Unicamente de carbono, hidrégeno y oxigeno, mientras que las hidrosolubles
poseen ademas nitrogeno, azufre o cobalto, exceptuando la vitamina C e inositol.

Como resultado de la sintesis microbiana, los rumiantes adultos aparentemente
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no requieren de suplementacion de este grupo de vitaminas; sin embargo, debido
a la intensificacion de los sistemas de produccion (dietas altas de concentrados,
uso de aditivos que aceleran la tasa de crecimiento, estrés cronico) es posible,
gue bajo ciertas condiciones, la sintesis microbiana de vitaminas se deprima o
se incrementen los requerimientos de ciertas vitaminas del complejo B en el
animal por lo que pudiera considerarse la utilizacion de suplementos vitaminicos
(Plascencia, 2017).

5.6.1. Deficiencia de las vitaminas.

Estéa claramente documentado que las deficiencias de vitaminas causan severas
limitaciones en la produccion de carne y leche en los bovinos. Las pérdidas en
la produccion son mas marcadas cuando estas deficiencias se presentan en las
fases de crecimiento, reproducciéon o lactacion. Ademas, debido a diversos
factores ambientales, nutricionales, genéticos e incluso por enfermedades o
interacciones farmacoldgicas, estas deficiencias se podrian presentar en ciertos

grupos de animales (Fernandez, 2015).

En rumiantes las deficiencias vitaminicas son mas comunes en pastoreo y es
comun la aplicacion intramuscular de vitaminas A, D y E, con el objetivo de
prevenir deficiencias y mejorar el estado de salud en general (Mendoza M. ,
2017).

5.6.2. Requerimientos de las vitaminas.

Las vitaminas son componentes dietarios Unicos y vitales, son necesarios para
poder usar eficientemente otros nutrientes. Muchos procesos metabdlicos son
iniciados y controlados por vitaminas. Son requeridas en especifica edad, raza,
estado fisiolégico y productivo (Bauer, 2009).

En cuanto a los requerimientos de vitaminas para los bovinos, las vitaminas A,
D y E son las méas importantes. Otras vitaminas como la B y la K suelen ser

sintetizadas por las bacterias del rumen durante la digestion (Arteaga, 2014)

La vitamina A es necesaria para la vision, adecuado crecimiento y desarrollo,

espermatogénesis, mantenimiento de tejido esquelético y epitelial incluyendo
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piel y pezufia, asi como también tiene efecto directo sobre la estructura y funcion
del Gtero. La vitamina E ha demostrado ser esencial para la integridad y optima
funcion del sistema reproductivo, muscular, circulatorio y nervioso. La principal
funcion de la vitamina D es elevar los niveles plasmaticos de calcio a niveles que
permitan soportar una normal mineralizacién de los huesos, asi como otras

funciones del cuerpo (Fernandez, 2015).

5.7. Maduracion de ovocitos.

5.7.1. Fisiologia de la maduracidon ovocitaria.

Los ovarios contienen foliculos en diferentes estadios de desarrollo, simplemente
una pequefia cantidad va a ser utilizada durante la vida reproductiva del animal.
El método de maduracion ovocitaria in vitro, ofrece la posibilidad de convertir a
las hembras en productoras de gametos, igualandola cuantitativamente a los
machos productores de semen para la inseminacion artificial. Los ovocitos
inmaduros permanecen en profase meidtica | en el interior de los foliculos
ovaricos, cuando son removidos de éstos y cultivados in vitro bajo condiciones
idoneas, retoman la meiosis espontdneamente y el 90% aproximadamente de

ellos alcanzan la etapa de metafase Il (Ahuje, 2018).

5.7.2. Dinamica ovocitaria.

La aptitud de un ovocito en ser fertilizado se relaciona al desarrollo que adquiere
durante el estadio preovulatorio de la maduracién meidtica. En el proceso de
maduracién, importantes cambios ocurren a nivel nuclear y citoplasmatico,
preparan al ovocito para su fertilizacion y el desarrollo temprano del embrion. Las
comunicaciones intercelulares entre las células del cummulus ophorus y los
ovocitos, son esenciales para la maduracion del ovocito. La maduracion del
ovocito es definida como la reentrada en la meiosis que ocurre previo a la
ovulacion y la subsiguiente fertilizacion. La dinamica hormonal, la maduracién
del ovocito, se encuentra comandada por la exposicion folicular de LH, hormona
gue promueve la maduracion del ovocito y la expansién del cummulus, a pesar

gue, ni las células de cummulus ni el ovocito poseen receptores de la hormona
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luteinizante (LH), se cree que son factores paracrinos los que intervienen en este
caso (Correa, 2017) .

5.7.3. Obtencién de Ovocitos.

La obtencién de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovulatorios,
en condiciones fisiolégicas se convertirian en foliculos atrésicos, con la finalidad
de aprovechar el potencial genético al maximo de una donadora por
procedimiento in vitro. El nimero de ovocitos que se pueden madurar in vivo, se
ve limitado al feedback de la regulacion endocrina del crecimiento del foliculo
con el proceso de maduracion (Hashimoto, 2018).

La base de la reproduccion asistida es la calidad del ovocito, uno de los mayores
inconvenientes enfrentados ha sido reconocer el estadio de maduracion de los
ovocitos, donde el citoplasma juega un importante papel. El factor limitante para
la coleccion de Complejo Cummulus-Ovocito (COC) es el tamafio de los foliculos
gue se extraen. Varias investigaciones realizadas con ovarios de matadero han
probado una notable relacion entre la calidad de ovocito y el tamafio del foliculo,
por consiguiente, los ovocitos recuperados de foliculos mayores de 6 mm de
diametro evidenciaron desarrollo superior que los de foliculos de menor tamafio
(Reyes, 2017) .

La obtencion de los ovocitos pueden ser dos procedimientos basicos:

+ Hembras sacrificadas en el matadero, mediante la recoleccion de sus
ovarios y la aspiracion de los foliculos con un diametro entre 3 y 6 mm.

+ Animales vivos, utilizando la técnica de aspiracion folicular (OPU) (Palma,
2018).

5.7.3.1 Recoleccién de ovarios en animales post- mortem.

La obtencion de ovarios provenientes de vacas sacrificadas facilita una fuente
abundante de ovocitos obtenidos a bajo costo procedente de animales en
diferentes estados del ciclo estral, pueden ser fertilizados, maduros y cultivados

in vitro hasta estados avanzados del desarrollo embrionario.

Se tiene que determinar los factores externos que estan implicados en la

manipulaciéon de ovocitos antes de realizar el cultivo, estos pueden afectar la
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expresion de la competencia del desarrollo. La competencia de desarrollo se
define como la habilidad que tiene el ovocito fertilizado de formar embriones

hasta estados avanzados (blastocitos).

Dentro de los factores externos que estan asociados con la manipulacién de los
ovarios, estan la temperatura de almacenamiento de los ovarios y el tiempo de

recoleccién de los ovocitos después del sacrificio.

La temperatura a la cual se deben transportar los ovarios desde el matadero
hasta el laboratorio, oscila entre 35y 37 °C. Los ovocitos procedentes de ovarios
recogidos en el matadero se pueden obtener por dos métodos: método de
aspiracion con jeringa de foliculos superficiales mayores de 2 mm de diametro y
el método de corte (Ramirez, 2019).

5.7.3.2. OPU (Ovum Pick-Up)

La aspiraciéon de foliculos (OPU) consiste en aspirar el contenido folicular
mediante una aguja conectada a una jeringa u otro medio de succion, extrayendo
el ovocito de la pared folicular, acompafada siempre de pérdida de las células
de cumulus. Esta técnica es frecuentemente utilizada en bovinos por la rapidez
del procedimiento, ademas de permitir seleccionar los foliculos segun su tamafo.
Sin embargo, no se recuperan todos los ovocitos de los foliculos aspirados, solo
un 30 a 60%, o sea, disminuye la cantidad de ovocitos recuperados por ovarios,
y solo el 45% de los ovocitos son clasificados como morfolégicamente normales
(Aveiga, 2015).

La OPU puede ser utilizadas en vacas no ciclicas, ciclicas, durante el primer
tercio de la gestacion y las que no responden a estimulos hormonales; también
en animales con desérdenes reproductivos de origen no genético (Galli, 2014),

en terneras y novillas prepuberes a partir de 6-8 mes de edad (Taneja, 2016).

5.7.4. Seleccion de ovocitos.

La selecciobn de ovocitos se realiza en base a tres criterios: aspecto del
citoplasma, diametro y caracteristicas de las células de cummulus. El diametro

de los ovocitos determina su capacidad para madurar, Fair (2014), de tal modo
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gue los ovocitos de bovinos con un didmetro inferior a 110 um se encuentran en

fase de crecimiento y no han logrado aun la capacidad de madurar.

Los ovocitos rodeados por un cummulus compacto formado por diversas capas
de células, presentan porcentajes mayores de maduracion, fecundaciéon y
desarrollo hasta blastocisto, que los que carecen de cummulus o los que estan
rodeados Unicamente por la corona radiada (Stojkovic, 2013). Se ha acordado
determinar una relacion entre el aspecto del citoplasma y la competencia del
ovocito para madurar, ser fecundado y soportar el desarrollo posterior Negano
(2015), ha examinado los ovocitos que presentan un citoplasma oscuro muestran
un buen potencial para el desarrollo y acumulacion de lipidos, y los que
presentan un citoplasma palido tienen un escaso potencial de desarrollo y una
baja densidad de organulos. Los ovocitos con citoplasma negro estan

envejecidos y presentan un menor potencial de desarrollo (Takahashi, 2016).

5.7.4.1. Calidad de ovocitos.

Se determina la calidad de ovocitos como la capacidad para producir un
blastocisto dentro de un sistema de produccién in vitro. Investigaciones
realizadas previamente indican que la calidad de los ovocitos es el factor decisivo
para el desarrollo al estadio de blastocisto, encadenando asi con el estado
fisioldgico y reproductivo de los donantes, el tamafio del foliculo, la extension y

la integridad de las células de cumulos (Reyes, 2017).

La calidad del ovocito se afecta por los factores animales o ambientales. Dentro
del factor de los animales se encuentran: la edad del animal, donde el mayor
problema se encuentra en las vacas muy viejas o muy jovenes, donde se puede
realizar la MIV ya que existen informes de MIV a estas edades extremas e incluso
se han encadenado a maduracién de ovocitos recuperados de fetos, pero con
un porcentaje bajo de MIV. Otro factor es la categoria del animal, es decir si son
vaquillonas o vacas; el estado del ciclo estral; y la condicion corporal. Por otra
parte, los factores ambientales: cantidad de luz por dia, la temperatura y la

estacion del afio (Barre, 2015) .

5.7.4.2. Recoleccion de ovocitos.
Dentro de la produccion de embriones in vitro comprende la recoleccion de

ovocitos de hembras donantes, la maduracion in vitro y la fecundacion de los
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ovocitos, posterior del cultivo in vitro hasta la etapa de moérula o blastocisto. En
este periodo, ya estan 6ptimos para ser transferidos a las hembras receptoras.
La finalidad del control sanitario oficial de los embriones producidos in vitro para
exportacion es asegurar la ausencia de agentes patégenos que pueden alojar
los embriones y prevenir a su vez la contaminacion de las hembras receptoras y
de su descendencia (OIE, 2019).

La recoleccion de ovocitos es el paso primordial para el empleo de los
procedimientos de fertilizacién in vitro y el establecimiento siguiente de

programas de produccion de embriones in vitro (Alvarado, 2015)

5.7.5. Calidad del complejo cummulus-ovocito.

La calidad de los COCs que van a ser sujetos a la fertilizacion in vitro es esencial
para asegurar la maduracién, siguiendo su fertilizacion y cultivo in vitro. Las
caracteristicas morfolégicas son el cimiento de diversos esquemas de
clasificacion, basados en estructuras celulares, en compactacion, entre otras

caracteristicas visibles bajo estéreo microscépico (Aller, 2014).

5.7.6. Maduracioén in vitro de ovocitos.

La habilidad del ovocito para desarrollarse en embrion viable y ocasionalmente
en feto saludable y normal es adquirida durante su diferenciacion progresiva a
través de la foliculogénesis, proceso que termina en un estadio de competencia
del desarrollo, proceso que se ha nombrado “Capacitacion del ovocito”. La
finalidad de la MIV de ovocitos, es producirlos con calidad equiparable a los
obtenidos in vivo. La maduracion in vitro conforma una etapa definitiva en el
rendimiento del proceso de produccion de embriones in vitro. Los ovocitos
inmaduros se mantienen en profase meiotica | dentro de los foliculos ovéricos,
cuando son removidos de éstos y cultivados in vitro bajo adecuadas condiciones,
se retoma la meiosis espontaneamente y el 90% aproximadamente de ellos
llegan a la etapa de metafase |l, y expulsan el primer cuerpo polar entre las 16 y
24 horas de iniciada la maduracion, de estos es fecundado el 80% y empiezan a

dividirse, al menos hasta el estadio de 2 a 4 células. En cambio, solo un 25-40%
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consigue el estadio de blastocisto o blastocisto expandido después del cultivo
durante 6-7 dias (Palma G. , 2016).

5.8. Produccién in vitro de embriones.

La produccion de embriones in vitro (P1V) consta de varias etapas, cada una de
las cuales puede afectar a los resultados finales del proceso. Estas etapas
pueden resumirse en las siguientes: maduracion in vitro, fecundacion in vitro y el

cultivo de los cigotos resultantes hasta blastocitos (CIV) (Ruiz & Astiz, 2015).

5.8.1. Maduracion in vitro (MIV).

La MIV conforma una etapa definitiva en el rendimiento del proceso de PIV. De
todos modos, se ha prestado poca atencion, ya que si revisamos la bibliografia
existente podemos comprobar que se continda utilizando el procedimiento
descrito por Fukui y Ono, compuesto en cultivar durante 24 horas los ovocitos
inmaduros en TCM-199, suplemento con gonadotropinas (FSH y LH), suero fetal
y 17 B-estradiol, a una temperatura de 38'5°C en una atmosfera con un 5 % CO2
en aire. Actualmente, se realizan trabajos para adecuar los medios de
maduracion sustituyendo el TCM-199 por fluido oviductal sintético modificado
(SOFm), al cambiar las condiciones de incubacién en una atmésfera gaseosa
con bajo contenido en O: y evitar la utilizacion de suplementos de composicion
indefinida (Herradon, 2017).

5.8.2. Fecundacion in vitro (FIV).

Es una metodologia que brinda la posibilidad de producir embriones
genéticamente manipulados para luego ser transferirlos. Por lo cual es inevitable
adquirir una fuente alternativa que permita la obtencién de ovocitos maduros y
embriones a gran escala, menorando asi los costos, y poder seguir avanzando
en el desarrollo de las biotecnologias de la reproduccion. En tanto a las
alternativas favorables para la ejecucion de las técnicas de produccién in vitro es
el empleo de ovarios de hembras destinadas al matadero como fuente

econdmica para obtener ovocitos maduros y embriones (Quintana, 2012).
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Obtenidos los ovocitos maduros, el objetivo es conseguir la fecundacion de los
mismos, donde se procede a incubar junto con los espermatozoides capacitados
en un medio Tyrode complementando con fuentes energéticas (piruvato, lactato)
y albumina sérica bovina (BSA). En los bovinos, la capacitacion espermatica es
favorecida por la adhesioén de heparina al medio (Gordon, 2014). Sin embargo,
para obtener unos resultados idéneos es necesario adecuar la concentracion de
heparina y el nUmero de espermatozoides para cada eyaculado concreto (Lu,
2014). Ultimamente, se ha publicado un trabajo donde se confirma que el uso de
una baja tension de oxigeno durante la fecundacion in vitro de ovocitos ovinos

aumenta la calidad de blastocitos obtenidos (Leoni, 2017).

5.8.3. Cultivo in vitro (CIV).

En los inicios de cultivar embriones bovinos in vitro se encontraron con el
inconveniente que estos mismos no lograban superar la etapa de 8 a 16 células
(“bloqueo del desarrollo”). Para evitar aquello se utilizo el cocultivo con células
somaticas o medios condicionados por dichas células complementandolas con
suero. No obstante, la aplicacion de estos procedimientos de cultivo generaba
diversos inconvenientes ya que, al usar medios indefinidos dificulta el
conocimiento de los requerimientos de los embriones en sus diversas etapas de
desarrollo temprano y un elevado riesgo de incorporar patégenos durante el
cultivo. Ademas, distintos estudios demostraron que al incorporar el suero al
medio de cultivo es uno de los factores responsable del sindrome de exceso de
volumen fetal y de la baja resistencia a la criopreservacion de los embriones
(Farin, 2017).

5.9. Selecciéon de vacas donadoras.

Son aptas todas aquellas vacas adultas que no presentan ningun problema
ginecolégico, como ultimo recurso se las puede incorporar en la transferencia de
embriones (TE), se debe tener presente las condiciones anatOmicas y
fisiologicas requeridas, deben presentar ciclos regulares y a la vez posibilitar la
palpacidn rectal, especialmente para ello son los animales que hayan parido de
dos a tres veces y que presenten un buen estado general (Ochoa, 2016).
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El manejo de las donantes es uno de los puntos criticos, si bien estas hembras
no estan reproductivamente bien y en un correcto estado nutricional, el programa
plasmado tiende a fracasar. Circunstancialmente se debe trabajar con vacas que
carezcan de un perfecto historial reproductiva 0 a su vez presenten algun

problema reproductivo determinado (Hidalgo, 2018).

5.10. Seleccidn de vacas receptoras.

Las vacas receptoras son de interés primordial en el programa de TE, siendo asi
también uno de los problemas mas serios. El éxito de la TE es un adecuado
mantenimiento por mas costoso que sea y su estado de salud es uno de los ejes
esenciales para estar en condiciones 6ptimas. Una buena receptora es aquella
gue es capaz de recibir un embrion y llegar hasta el término de la gestacion,
siendo capaz de parir sin grandes complicaciones y después alimentar al ternero
de modo que le permita expresar su potencial genético. Resultando asi de buen
tamano tanto general como reproductiva con buena capacidad lechera, cabe
mencionar que su tamafo dependerd del tipo de animal (embrién) que se
transferira (Hidalgo, 2018).
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6.- MATERIALES Y METODOS.

6.1.- Localizacion y duracion del experimento.

Esta investigacion se desarrollg, en la Central Genética Gruber Zambrano de la
Asociacion de Ganaderos (ASOOGAN SD), situada en el Cantén Santo
Domingo, de la Provincia de los Tséachilas, en el kilbmetro 7 de la via Santo
Domingo — Quinindé con las siguientes coordenadas 0°15°11"°S 79°10°31.3"" O,
la fase experimental fue durante 120 dias desde Junio a Octubre de 2020.

Figura 1. Ubicacion satelital de instalaciones Central Genética Gruber
Zambrano.

FUENTE: Google Earth

6.2. MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES.

Para llevar a cabo este proceso de experimentacion se requirié de los siguientes

materiales.

6.2.1. Para el almacenamiento de los suplementos vitaminicos-
minerales:

e Balanza digital (1 g).

e Fundas trasparentes de % Ib.
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e Marcadores.

e Tableros de identificacion.

En lo que respecta a los equipos implicados en los procesos de aspiracion y

busqueda de ovocitos se requirié lo siguiente:

6.2.2. Material y equipo de OPU para bovinos:

e Ecografo y transductor PROSOUND 2, HITACHI.

e Guia de aspiracioén folicular, WTA.

e Bomba de vacio digital BV-003D, WTA.

e Calentador de tubos ATI-50, WTA.

e Agujas hipodérmicas N° 21 G x %" (0,9 mm x 0,40mm) (Aspiracion
folicular).

e Agujas Hipodérmicas N° 20 G x %" (0,9mm x 0,38mm) (Aplicacion de
farmacos).

e Manguera de aspiracion.

e Fundas de sonda transvaginal.

e Tubos de centrifuga de 50 ml.

e Anestésico local (Lidocaina 2%).

e Tapon de aluminio para aspiracion folicular, WTA.

e Linea de aspiracion folicular.

e Jeringas de 3ml.

e Alcohol 70%.

e Papel toalla.

e Guantes de latex.

e Mangas de palpar.

e Lubricante estéril.

e Baldes con agua.

e Extension para energia de 30 m.

e Regleta eléctrica.
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6.2.3. Material y equipo para exploracién de ovocitos:

Estéreo microscopio AmScope.

Pipetas pasteur.

Incubadora portatil de ovocitos Labmix con 10 mangos de tubos de cultivo
celular.

Calentador de tubos AT50-1, WTA.

Pipetas cuantitativas de un solo canal de alta precision de 0.5-10ul y 20-
200ul.

Mesa de calentamiento estandar WTA.

Puntas para pipetas.

Cajas petri.

Tubos de medios.

Filtrador.

ABT Complete flush (medio para el lavado de ovocitos)

Heparina

Jeringa de 1mly de 20ml.

Pinzas.

Tijera.

Regleta eléctrica.

Papel servilleta.

Para la realizacion de esta investigacion se contd con un area de 1.009,52m? en

lo que respecta al establo bovino, construido de cemento con una cubierta de

Zinc, y adecuada ventilacion e iluminacion.

Las vacas donadoras permanecian dentro del establo a tiempo fijo durante el

proceso de esta investigacion, cada una de ellas dentro de su corral con un area

de 20 m? (4x5 m) con bebedero y comedero, donde su cama estaba hecha a

base de cascarilla de arroz.

Tabla 1. Caracteristicas de vacas donadoras de ovocitos en el experimento.

Raza Identificacion Peso vivo Edad
Gyr lechero 70-18 335 kg 27 meses
Gyr lechero 431-17 335 kg 38 meses
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Gyr lechero 154-18 272 kg 25 meses

Gyr lechero 03-18 359 kg 26 meses
Gyr lechero 155-5 489 kg 60 meses
Gyr lechero 513-17 381 kg 39 meses
Gyr lechero 430-17 359 kg 35 meses
Gyr lechero 425-17 342 kg 37 meses
Gyr lechero 489-17 397 kg 37 meses

6.3.- Tratamiento y disefio experimental.

El disefio experimental utilizado en esta investigacion fue el disefio de medidas
repetidas para reducir la variacién atribuidas a las diferencias individuales y
minimizar el error, utilizando un total de 9 vacas Bos indicus donadoras de raza
Gyr, repartidas en tres tratamientos, las misma que sucesivamente luego de
periodo de eliminacion de los productos suministrado pasaron por cada uno de
los tratamientos, cada vaca constituyd en una unidad experimental. Las 9 vacas
donadoras utilizadas para esta investigacion, estuvieron 30 dias antes de

empezar con los tratamientos T1, T2, y T3, en un tratamiento testigo.

Tabla 2. Descripcion de tratamientos en estudio.

. i Unidades
Tratamientos Replicas experimentales

TO (Producto comercial N°1 125q) 3 3

T1 (Producto comercial N°1 150g + Producto

comercial N°2) 3 3

T2 (Producto comercial N°3 125¢g + Producto 3 3
comercial N°2 + Producto comercial N°4)

T3 (Producto comercial N°3 150g + Producto 3 3
comercial N°2)

6.4.- Composicion de los productos.
Tabla 3. Producto Comercial N°1.

Composicion Porcentaje/100g
Calcio 20%

Fosforo 10%

Sodio 9%
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Magnesio
Azufre

Minerales Trazas

0.4%
2%
0.025%

Tabla 4. Producto Comercial N°2.

Composicion

Porcentaje/ml

Cloruro De Calcio
Vitamina A

Vitamina E

Edetato de Cobre Y Zinc
Selenito De Sodio

D-L Metionina

Fosfato Diacido De Potasio
Excipientes C.S.P

0,014 g
0,150 g
0,750 g
22,500 mi
0,006 g
1,500 g
0,200 g
100,000 ml

Tabla 5. Producto Comercial N°3.

Composicién

Porcentaje/kg

Magnesio

Vitamina A

Vitamina D3

Vitamina E

Hierro

Selenio

Fosforo

Minerales

Cobre

Vehiculo Segun Formula C.S.P

39 999,960 mg
400 KU.L.
100 kU.1.
3000 mg
1330 mg
3,010 mg

120 000,060 mg

80 000 mg
428 mg
1000 g

Tabla 6. Producto Comercial N°4

Composicion

Porcentaje/ml

Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina E

Excipientes C.S.P

500.000 Ui
75.000 Ui
50 Mg
1ml
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Tabla 7. Contenido nutricional del ensilaje de maiz.
Insumo MS PC Grasa | Almidon | FDN | FDA
Ensilaje de maiz 35,75 7,15 4,75 26,88 47,72 | 28,90
FUENTE: (Martinez, 2017)

6.5.- Mediciones experimentales.

Los parametros a evaluar durante el trabajo de investigacion fueron las

siguientes:

e Produccién de ovocitos sobre la calidad y viabilidad de los mismos.
e Numero de embriones viables.

e Analisis econémico.

6.6.- Procedimiento experimental.

6.6.1.- Manejo del area.

El area para este trabajo de experimentacion fue adecuada con el fin de brindar
una buena estadia a las donadoras, se inicié con una limpieza de los establos
individuales, posterior a esto se aplic6 un método de flameado para desinfeccion
del area y asi colocar cascarilla de arroz que cumpla la funcién de cama.
También se lavé y desinfecto cada uno de los bebederos y comederos, ademas
se coloco cal al ingreso del establo para evitar cualquier tipo de contaminante

gue pueda ingresar en el calzado.

Una vez iniciada la investigacion se ejecutd una clasificacion por sorteo,
separando aquellas donadoras de raza Gyr, posterior a eso se adecuo cada uno

de sus corrales identificAndolas con su respectivo cédigo, nombre y raza.

Las labores que se realizaban en el area, era la limpieza del pasillo, de
comederos y bebederos, la limpieza de los establos individuales para que

gueden libres de estiércol se hacia en tres horarios 7am, 12pm y 6pm.
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6.6.2.- Alimentacion a donadoras

El alimento brindado a las vacas donadoras fue Unicamente ensilaje de maiz, el
mismo que se suministrd dos veces al dia: se les proporciono a las 7:30 a.m. una
racion entre 10y 15 kg de alimento, en la tarde a las 17:00 pm se peso el alimento
sobrante y se adiciono el faltante hasta que llegar a la racion de la mafiana, las
vacas donadoras consumieron el ensilaje de maiz a libre demanda,
proporcionado por la misma hacienda, que es propiedad de ASOGAN SD donde
siembran, cultivan, pican y almacenan para facilitar los procesos de fermentacion

hasta ciertos niveles.

6.6.3.- Procedimiento Experimental

6.6.3.1.- Tratamiento O
Las vacas consumieron desde el dia 0 hasta el dia 15 ensilaje de maiz a voluntad

+ Producto comercial N° 1 con una dosificacion de 125g/vaca (Tabla 3).

6.6.3.2.- Tratamiento 1

Se suministré ensilaje de maiz desde el dia 0 hasta el dia 15 + Producto
comercial N°1 con una dosificacion de 150g/vaca (Tabla 3) via oral en la
alimentacion diaria y un Producto comercial N°2 (Tabla 4) via subcutanea el dia

0y el dia 15 con una dosis de 1mL por cada 40kg de peso vivo.

6.6.3.3.- Tratamiento 2

Se suministré ensilaje de maiz desde el dia 0 hasta el dia 15 + Producto
comercial N°3 con una dosificaciébn de 125g/vaca (Tabla 5) via oral en la
alimentacion, Producto comercial N°2 (Tabla 4) via subcutanea el dia 0 y el dia
15 con una dosis de 1mL por cada 40kg de peso vivo y el Producto comercial

N°4 (Tabla 6) via intramuscular solo el dia 0 con una dosis de 5 ml/vaca.

6.6.3.4.-Tratamiento 3

Se suministré ensilaje de maiz desde el dia 0 hasta el dia 15 + Producto
comercial N°3 con una dosificacidon de 150g/vaca (Tabla 5) via oral en la
alimentacion y el Producto comercial N°2 (Tabla 4) via subcutédnea el dia 0 y el

dia 15 con una dosis de 1mL por cada 40kg de peso vivo.
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El dia 15 se realiz6 la aspiracion folicular para medir la produccion y calidad de
ovocitos, numero de embriones producidos, una vez sido realizado este
procedimiento se dieron 15 dias de descanso para que elimine los residuos de
minerales y vitaminas, dando un total de 30 dias para la primera repeticiéon, luego
se procedid a la segunda y tercera repeticién de la aplicacién de los productos

comerciales siguiendo el disefio experimental de medidas repetidas.

Para llevar a cabo la aspiracion folicular (OPU) es necesario presidir de 3
principales elementos: bomba de aspiracion, equipo de ultrasonido (ecégrafo)
con transductor y sistema de guia de aguja conectado al tubo colector con una

presion entre 70 y 98 mm de Hg.

Previo al inicio de la OPU se procede aplicar anestesia epidural (3ml de lidocaina
al 2%), de modo que, se produzca la insensibilizacion del aparato genital y una
disminucién de los movimientos peristalticos al nivel del recto, lo cual facilita tanto

la localizacion como la manipulacion de los ovarios.

Posteriormente se extraen las heces fecales del recto y se procede a la limpieza,
desinfeccién y secado de la vulva y la region perineal con agua, desinfectante y

papel descartable.

Una vez colocada la aguja en la guia del transductor se introduce a través de la
vagina. La cabeza del transductor debe situarse en alguno de los dos lados del
cérvix acorde al ovario a puncionar. Posteriormente se introduce la mano
izquierda por el recto, fijando asi el ovario contra la cabeza del transductor, lo
gue facilita visibilizar en la pantalla del equipo de ultrasonografia de igual modo
a los foliculos y la aguja. Al mismo tiempo se puede percibir el desplazamiento
de la aguja, permitiendo asi localizar los foliculos para obtener una aspiracion

exitosa.

Una vez localizado el foliculo a aspirar se impulsa la aguja suavemente para
adentrarse a la pared vaginal y posterior a la folicular, inmediatamente obtenido
esto la bomba de vacio aspira el contenido y lo deposita en los tubos de

recoleccion.
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Antes de iniciar la operacién, se hace pasar por la aguja una solucién de ABT
Complete fush a la cual se le adiciona 30 Ul/ml de heparina sédica para evitar la

coagulacion de la sangre, que es abundante en el tubo de recoleccion.

El contenido de la puncién cae directamente a un tubo de recoleccion, el cual se
mantiene a 38.5°C hasta el momento en que se procede a la busqueda.

Después del llenado de cada tubo de fluido folicular obtenido en la OPU, se
coloca en un calentador de tubos a una temperatura de 38.5°C para evitar su
coagulacion. El liquido colectado paso por un filtrador y con una jeringa de 20 ml
se extrajo ABT Complete fush atemperado a 38.5°C, para el lavado de ovocitos.
El liquido filtrado fue vertido en una caja Petri, para colocarlo en el estéreo
microscopio y proceder a evaluar la calidad de ovocitos por su grado de viabilidad
como es muy buena calidad (AA) buena calidad (A) y de regular calidad (B) y los
no viables (Desnudos e Irregulares), se realizara una sumatoria de total de
ovocitos y total de ovocitos viables. Una vez clasificados, con la ayuda de una
pipeta se los colecta para ser depositados en un tubo con medio de maduracion,
se procede a identificar con el nimero de ovocitos totales y viables; indicando el
tratamiento al que corresponden. Se coloca los tubos con el medio de
maduracion en la incubadora portatil de ovocitos, para proceder a gasificar los
tubos y llevarlos al laboratorio.

Los ovocitos seleccionados se transfirieron a las placas de cultivo de 4 celdas
conteniendo 400 pL del medio de maduracién HTF, suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 1,0 uyg/mL de estradiol 17-By 10,0 yg/mL de hormona
foliculo-estimulante cubiertos con 200 yL de aceite mineral por celda,
equilibrados en una atmosfera con 5% de COz2, 5% de O2 y 90% de N2 con 100%

de humedad relativa, a una temperatura de 39°C.

Después de que los ovocitos fueron madurados en el lapso de 24 horas, se
procede a ejecutar la capacitacion del semen. Para eso se usO semen
congelado de toros de fertilidad comprobada, La capacitacién del semen se
realiz6 segun el método de "nado hacia arriba" (swim-up) para lo cual se
prepararon 100 mL del medio Brinster, Whitten y Whitimgham (BWW; pH 7,2) y
se le agregd 1 mL del medio a los tubos de cultivo de 5 mL equilibrados en bafio
de Maria a 37°C.
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Los medios y placas de fertilizacion se planifico antes de iniciar la capacitacion
del semen. ElI medio de maduracién utilizado fue el HTF. Las placas se
dispusieron de la misma manera que las placas para maduracién, equiparandose
durante 3 horas, antes de transferir los ovocitos al medio de fertilizacion,

utilizando una pipeta de transferencia, estéril.

Se agreg6 1 millén de espermatozoides aproximadamente por mL de medio a
las placas de fertilizacion durante el primer minuto posterior a su capacitacion y
se llevaron a la incubadora a 39°C. Esta se equilibré con 5% de Oz, 5% de CO2 y
90% de Nz, la humedad relativa en un 100%, cultivandose durante un periodo de
20 horas.

Para transferir los ovocitos fertilizados, se extrajeron de las placas de fertilizacion
y se les hizo un lavado en medio HTF nuevo, se evaluaron y cambiaron los
ovocitos fertilizados a las placas de cocultivo, volviéndose a situar a 39°C en la
incubadora, equilibrada con 5% de Oz, 5% de CO2y 90% de N2, en un 100% de
humedad relativa hasta completar 7 dias. Al cuarto dia, se realiz6 nuevamente
una evaluacion de los embriones, visualizandolos con el estéreo microscopio,

suplementandose el medio con piruvato.

En cuanto al analisis econdémico se considerd los costos de alimentacion,
productos minerales y vitaminicos, los protocolos de fertilizacion y asi como los
materiales para la produccion de los embriones versus la venta de los embriones,

valores que constituyeron el costo beneficio de cada uno de los tratamientos.

Una vez concluida la investigacion, para el analisis de los datos estos se
procesaron en una hoja de Excel para luego analizarlos mediante el programa

estadistico Infostat version 10.6 2013 segun (Rienzo, 2013).
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION.

El suministro de minerales es clave para el normal comportamiento reproductivo
de los bovinos con tendencia a leche, de acuerdo a (Cseh, 2015). Las
deficiencias minerales subclinicas son las mas graves ya que conducen a
importantes pérdidas econémicas por pasar desapercibidas para el productor,
asi mismo las deficiencias clinicas pueden estar acompafiadas por bajo
porcentaje de partos, retencion de placenta, mayor cifra de servicios por
gestacion, incremento del intervalo entre partos, abortos, menor peso al
nacimiento y al destete; los resultados expuestos en la Tabla 8. demuestran que
la influencia de los minerales y complejo vitaminico incrementan la produccién y
calidad de ovocitos, referente a la cantidad, el tratamiento de mejor respuesta
fue el (T2) con (13,67+2,98) obteniendo el mayor promedio con respecto al (T1)
con (12,78+2,98), (T3) con (10,67£2,98) y (TO) con (10,22+2,98)
respectivamente, no se presentan diferencias significativas entre cada uno de
los tratamientos. En cuanto a la calidad de ovocitos podemos ver que el
tratamiento (T2) en general presenta resultados favorables para esta condicion,
asi mismo para los ovocitos desnudos e irregulares, seguido por el tratamiento
(T1), (T3) y por ultimo el tratamiento (TO) que presenta valores inferiores para
calidad, asi como los valores mas altos para las imperfecciones. Siendo estos
resultados inferiores a los obtenidos por Gonzales (2007), donde ademas mejoro
la tasa ovulatoria (16,6+6,84, 15,5+4,18) y (9,16+3,81); con respecto al grupo de
control, la mayoria de los ovocitos colectados en los tratamientos fueron
clasificados como de calidad 1 (AA) y en una menor proporcion calidad 2(A) y 3
(B). Estrella (2017), en su estudio con dietas integrales, establecido que, al
ejecutar la aspiracion de los ovocitos de tres grupos de foliculos en investigacion,
determiné que la cantidad de complejo cummulus ovocito (COC’s) recuperados
no existia diferencia estadistica (P>0.05), pese a ello, al valorar la calidad de los
COC’s se dispuso un porcentaje mayor de ovocitos aptos (A y B) en el grupo 2
(foliculos de 4 a 8 mm) en relacion al grupo 1 (foliculos < 4 mm) y grupo 3
(foliculos > 8 mm), se pudo obtener un 66% de ovocitos viables para la
produccion de embriones in vitro (P1V), siendo estos resultados superiores a la

presente investigacion.
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Tabla 8. Repuesta del suministro de minerales y complejo vitaminico sobre la
produccion y calidad de ovocitos.

OVOCITOS
TRATAMIENTO TOTALES AA A B DESNUDOS IRREGULARES
TO 10,22 +2,98* 1,44+0,60" 2,22+1,41* 4,11+1,07* 1,44%0,39* 0,67+0,21*
T1 12,78+2,98* 2,33+0,60" 5,89+1,41* 3,11+1,07* 1,33+0,39* 0,11+0,21*
T2 13,67+2,98* 1,89+0,60" 5,33+1,41* 4,44+1,07* 1,33+0,39" 0,4410,21*
T3 10,67+2,98* 1,56+0,60" 4,33t+1,41* 3,56+1,07* 0,89+0,39* 0,33t0,21*
p-valor 0,8198 0,7229 0,2859 0,8221 0,7501 0,3346

A Valores con literal similar en la misma columna no son diferentes estadisticamente (p< 0.05).

En lo que respecta a la relacién de ovocitos totales con ovocitos viables Tabla 9.
se observa que el tratamiento (T2) tiene mayor promedio de ovocitos totales con
(13,67+£2,98), de estos (12,33+2,78) fueron viables, dando como resultado
90,1%, con relacién a los ovocitos totales, mientras que para la interaccién
ovocitos totales viables, existe diferencia entre los tratamientos p<0,0001
obteniendo la mejor interaccion el tratamiento (T2) con (15,65+0,38), siendo este
superior a los demas tratamientos. Estos resultados difieren a los reportados por
Cattaneo & Grotter (2017), donde la recuperacién de ovocitos viables fue de 46.2
y 39.5% para el grupo de control y tratados respectivamente, siendo similar en
ambos tratamientos, estos autores pudieron constatar una importante variacion
individual en la respuesta y recuperacion de ovocitos entre las vacas incluidas

en el estudio.

Tabla 9. Relacion de ovocitos totales con respecto a los viables.

TRATAMIENTO OVOCITOS TOTALES OVOCITOS VIABLES INTERACCION
T0 10,2242,98* 8,11+2,78" 11,6610,39¢
T1 12,78+2,984 11,33+2,784A 13,69+0,36°
T2 13,67+2,98% 12,33+2,784 15,65+0,38"
T3 10,67+2,984 9,44+2,78"4 11,19+0,38¢
p-Valor 0,8198 0,7097 p<0,0001

A, By C=Valores con literal distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente (p< 0.05).

Los resultados expuestos en la Tabla 10. se observa que el tratamiento (T2)
tiene mayor promedio de ovocitos viables con (12,33+2,78), logrando de estos
(2,89+0,78) embriones, dando como resultado 23,4% de embriones viables con
relacion a los ovocitos viables, mientras que para la interaccion ovocitos viables
embriones, existe diferencia entre los tratamientos p=0,0001 alcanzando la mejor
interaccion el tratamiento (T2) con (3,53+0,42) siendo este, superior a los demas

tratamientos (T1), (T3) y (TO) respectivamente. Resultados superiores al
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presente estudio tenemos los reportados por, Fernandez (2007), que en su
investigacion obtuvo un total de ovocitos de (186), ovocitos fertilizados (134)
(72%), morulas 25 (13,4%) y blastocitos 5 (2,6%) mayor a nuestros resultados.
Aguirre (2018), menciona que la tasa de maduracion in vitro (porcentaje de
ovocitos con cumulos expandido del total de ovocitos puestos a madurar) para
ovocitos bovinos fue 89,7% (1.308 ovocitos maduros/1.458 ovocitos colectados),
la tasa de division (porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de cuatro
0 mas células del total de ovocitos fertilizados in vitro) fue 82,3% para ovocitos
cultivados en KSOM y 80,1% para ovocitos cultivados en medio HTF modificado
(P>0,05). La tasa de desarrollo de blastocitos (porcentaje de blastocistos
obtenidos del total de ovocitos fertilizados in vitro) fue 31,6% para embriones
cultivados en KSOM y 29,5% para embriones cultivados en HTF modificado /
IVC-Two e IVC-Three (P>0,05).

Tabla 10. Relacién de ovocitos viables con respecto a los embriones.

TRATAMIENTO  OVOCITOS VIABLES EMBRIONES INTERACCION
TO 8,11+2,78" 1,00+0,78* 0,79+0,42"
T1 11,33+2,78* 2,5610,78" 2,79+0,40"
T2 12,33+2,78* 2,89+0,78" 3,53%0,42%
T3 9,44+2,78" 2,00+0,78" 2,01+0,41%
p-Valor 0,7097 0,3542 0,0003

A, B=Valores con literal distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente (p< 0.05).

La produccion de embriones Grafico 2. se observa que el tratamiento (T2) tiene
un 289%, mayor produccidén con respecto al control, el tratamiento (T1) con
256%, (T3) con 200%, ademas resultdé una diferencia de 34,6% entre el
tratamiento (T2) y (T1), siendo el tratamiento (TO), inferior a los demas, por lo
gue se puede asegurar que existe influencia de los minerales y complejo
vitaminico sobre la produccion de embriones in vitro. Los resultados del presente
estudio son superiores a los reportados por Urrego (2008), quien mostré que no
hubo diferencia entre las variables estudiadas en su investigacion respecto a la
simplificacion de la fertilizacion de ovocitos. Este mismo autor no hallé diferencia
estadistica entre el porcentaje de ovocitos divididos y las tasas de desarrollo
embrionario hasta los estadios de moérula y blastocisto en la fecundacioén in vitro
convencional donde esta implicita la centrifugacion de los espermatozoides y la

nueva propuesta metodolégica en la cual se omite la centrifugacion.
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Gréfico 2. Influencia de diferentes niveles de suplementacién vitaminico, mineral
sobre la produccién de embriones in vitro.
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8.- ANALISIS ECONOMICO.

El analisis economico se llevo a cabo considerando los costos de los
suplementos brindados a las vacas cebuinas donadoras, el ensilaje que se les
brindé a diario, tanto en el tiempo de experimentacion como en sus dias de
descanso, asi como los insumos requeridos para la produccion in vitro de los

embriones.

La Tabla 11. nos indica los costos de cada uno de los tratamientos en la
produccion de ovocitos, lo cual nos muestra que el tratamiento con menor costo
fue el TO con un total de USD 1560, cabe destacar que en este tratamiento se
utilizé anicamente un suplemento mineral con un valor de USD 40 inferior a
comparacion a los otros tratamientos del presente estudio, siendo el tratamiento
2 (T2) el de mayor costo con USD 1660. Lo que esta directamente relacionado

con la repuesta de las vacas en la produccion de ovocitos.

Tabla 11. Costo de tratamientos para la produccion de ovocitos.

DESCRIPCION TO T1 T2 T3

Producto comercial N°1 40 40

Producto comercial N°2 20 20 20

Producto comercial N°3 90 90

Producto comercial N°4 30

Ensilaje de maiz 171 171 171 171
Mano de obra (OPU y| ,g, 450 450 450
laboratorio)

Depreciaciéon de equipos 833 833 833 833
Servicios basicos 66 66 66 66

TOTALS$ 1560 1630 1660 1630

El analisis de costos del presente estudio Tabla 12. demuestra que el tratamiento
(T1) tiene la mayor tasa de retorno con USD 8,73 debido al menor costo en la
produccion de embriones viables, cuyo comportamiento fue similar a la
produccion de embriones del tratamiento (T2), de acuerdo a los resultados

obtenidos determinamos que la inclusion de complejo vitaminico es fundamental
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en la produccion de ovocitos, asi como en la produccion de embriones viables,

lo que redunda en una mayor tasa de retorno con respecto al tratamiento

Tabla 12. Relacion costo — beneficio sobre la produccién de embriones

T0 9 $30 $4500 $1590 $2,83 $180

T1 29 $30 $14500 $1660 $8,73 $58,27
T2 28 $30 $14000 $1690 $8,28 $61,42
T3 27 $30 $13500 $1660 $8,13 $62,59

39



9.- CONCLUSIONES.

El nivel de suplementacion vitaminico mineral con mayor rentabilidad en
cuanto a la produccion y calidad de ovocitos fue el Tratamiento N°2
(Producto comercial N°3+Producto comercial N°2+Producto comercial
N°4) a diferencia de los demas tratamientos realizados en la investigacion,
deduciendo de tal modo que la inclusién de suplementos y compuestos
vitaminicos minerales logran incrementar la produccion de ovocitos.

La mayor influencia de los suplementos sobre la produccion de embriones
obtenidos mediante fertilizacion in vitro se dio en el Tratamiento N°2
siendo este de promedio superior respecto a ovocitos viables.

En relacion a los resultados del analisis costo — beneficio tenemos que el
Tratamiento N°1 (Producto comercial N°1 + Producto comercial N°2) es
quien obtuvo una mayor tasa de retorno en comparacion con los

tratamientos T2y T3.

10.- RECOMENDACIONES.

Suministrar de manera adecuada niveles de suplementos vitaminicos y
minerales prescritos en esta investigacion en el tratamiento (T2), con el
fin de alcanzar resultados favorables en la producciéon y viabilidad de
ovocitos y embriones.

Considerar la relacibn costo — beneficio para obtener una mayor
rentabilidad al momento de producir embriones para generar un mayor
redito econémico.

Realizar estudios posteriores a partir de la evaluacion del suministro de
varios niveles de vitaminas y minerales en hembras bovinas sometidas a

diferentes biotécnicas reproductivas.
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12.- ANEXOS.

Anexo 1. Productos comerciales utilizados en la investigacion.

Producto comercial N°1 Producto comercial N°2

Producto comercial N°3 Producto Comercial N°4
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Anexo 2. Distribucion del experimento.
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Anexo 3. Colocacion de suplementos minerales en el ensilaje.

Anexo 4. Aplicacion de los suplementos vitaminicos minerales.
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Anexo 6. Busqueda de ovocitos.
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Analisis de la wvarianza
TOTAL

Variable N R2 R? Aj CV
TOTAL 36 0,03 0,00 75,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 73,89 3 24,63 0,31 0,8198
TRAT 73,89 3 24,63 0,31 10,8198

Error 2563,11 32 80,10
Total 2637,00 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,43061
Error: 80,0972 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

2 13,67 9 2,98 A
1 12,78 9 2,98 A
3 10,67 9 2,98 A
4 10,22 9 2,98 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

VIABLES

Variable N R?2 R? Aj CV
VIABLES 36 0,04 0,00 80,84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 96,53 3 32,18 0,46 0,7097
TRAT 96,53 3 32,18 0,46 00,7097

Error 2221,11 32 69,41
Total 2317,64 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,64072
Error: 69,4097 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

2 12,33 9 2,78 A
1 11,33 9 2,78 A
3 9,44 9 2,78 A
4 8,11 9 2,78 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

AA

Variable N R2 R? Aj CV
AR 36 0,04 0,00 99,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,31 3 1,44 0,44 10,7229
TRAT 4,31 3 1,44 0,44 10,7229

Error 103,33 32 3,23
Total 107,64 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,29512
Error: 3,2292 gl: 32

TRAT Medias n E.E.

1 2,33 9 0,60 A
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2 1,89 9 0,60 A
3 1,56 9 0,60 A
4 1,44 9 0,60 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

A

Variable N R2 R? Aj CV
A 36 0,11 0,03 95,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 70,44 3 23,48 1,32 10,2859

TRAT 70,44 3 23,48 1,32 0,2859

Error 570,44 32 17,83

Total 640,89 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,39253
Error: 17,8264 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

1 5,89 9 1,41 A
2 5,33 9 1,41 A
3 4,33 9 1,41 A
4 2,22 9 1,41 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

B

Variable N R? R? Aj CV
B 36 0,03 0,00 84,41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9,42 3 3,14 0,30 0,8221
TRAT 9,42 3 3,14 0,30 0,8221

Error 330,22 32 10,32
Total 339,64 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,10288
Error: 10,3194 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

2 4,44 9 1,07 A
4 4,11 9 1,07 A
3 3,56 9 1,07 A
1 3,11 9 1,07 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

DESNUDOS

Variable N R?2 R? Aj CV
DESNUDOS 36 0,04 0,00 92,86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,64 3 0,55 0,41 0,7501
TRAT 1,64 3 0,55 0,41 10,7501

Error 43,11 32 1,35
Total 44,75 35
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,48245
Error: 1,3472 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

4 1,44 9 0,39 A
2 1,33 9 0,39 A
1 1,33 9 0,39 A
3 0,89 90,39 A

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

IRREGULAR

Variable N R2 R? Aj CVv
IRREGULAR 36 0,10 0,01 164,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,44 3 0,48 1,18 0,3346
TRAT 1,44 3 0,48 1,18 0,3346

Error 13,11 32 0,41
Total 14,56 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,81753
Error: 0,4097 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

4 0,67 9 0,21 A
2 0,44 9 0,21 A
3 0,33 9 0,21 A
1 0,11 9 0,21 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

EMBRIONES

Variable N R2 R? Aj CV
EMBRIONES 36 0,10 0,01 110,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 18,44 3 6,15 1,12 0,3542

TRAT 18,44 3 6,15 1,12 0,3542

Error 175,11 32 5,47

Total 193,56 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,98774
Error: 5,4722 gl: 32
TRAT Medias n E.E.

2 2,89 9 0,78 A
1 2,56 9 0,78 A
3 2,00 9 0,78 A
4 1,00 9 0,78 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

EMBRIONES

Variable N R? R? Aj CV
EMBRIONES 36 0,89 0,75 55,59

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC
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especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 172,90 20 8,64 6,28 00,0004
TRAT 18,44 3 6,15 4,46 00,0197

VIABLES 154,45 17 9,09 6,60 00,0003
Error 20,66 15 1,38
Total 193,56 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,59441
Error: 1,3771 gl: 15
TRAT Medias n E.E.

2 3,53 9 0,42 A
1 2,79 9 0,40 A
3 2,01 90,41 A B
4 0,79 9 0,42 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,77382
Error: 1,3771 gl: 15
VIABLES Medias n E.E.

17 9,00 1 1,17 A

30 7,00 11,17 A B

21 7,00 11,17 A B

36 6,00 11,17 A B C

14 5,00 11,17 A B C D
31 5,00 11,17 A B C D
5 2,55 3 0,69 B C D
10 2,00 2 0,83 B C D
9 1,94 3 0,70 B C D
8 1,67 6 0,48 B C D
4 1,17 3 0,69 C D
3 1,00 1 1,17 C D
6 0,82 4 0,63 C D
7 0,67 3 0,68 C D
12 0,00 1 1,17 D
16 0,00 1 1,17 D
20 0,00 1 1,17 D
2 0,00 2 0,83 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

TOTAL

Variable N R? R? Aj CV
TOTAL 36 0,99 0,98 9,04

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicién de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2619,83 20 130,99 114,41 <0,0001
TRAT 73,89 3 24,63 21,51 <0,0001
VIABLES 2545,94 17 149,76 130,81 <0,0001
Error 17,17 15 1,14

Total 2637,00 35
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,45377
Error: 1,1449 gl: 15
TRAT Medias n E.E.

2 15,65 9 0,39 A

1 13,69 9 0,36 B

4 11,66 9 0,38 c
3 11,19 9 0,38 C

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,26452
Error: 1,1449 gl: 15
VIABLES Medias n E.E.

36 38,00 1 1,07 A

30 33,00 11,07 A

31 33,00 11,07 A

20 26,00 1 1,07 B

21 24,00 1 1,07 B C

17 20,00 1 1,07 cC D

16 18,00 1 1,07 D

14 15,00 1 1,07 D E

10 11,00 2 0,76 E F

12 10,00 1 1,07 E F

9 9,46 3 0,63 F

8 9,17 6 0,44 F G

7 8,00 3 0,62 F G H
5 7,63 3 0,63 F G H
6 7,34 4 0,57 F G H
4 5,7 3 0,63 F G H
3 4,00 1 1,07 G H
2 3,00 2 0,76 H

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cantidad y costos de los productos suministrado a los tratamientos.

Producto
0 comercial N°1 168759 40 40
Producto
1 comercial N°1 202509 40 60
Producto
comercial N°2 140,0ml 20
Producto
comercial N°2 141,8ml 20
2 Producto 140
comercial N°3 168759 90
Producto
comercial N°4 45ml 30
Producto
3 comercial N°2 140,0ml 20 110
Producto
comercial N°3 202509 90
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Costo de mano de obra por aspiracion.

Aspiracion folicular (OPU) $250
Busqueda de ovocitos $100
Laboratorio $100

TOTAL $450

Costo de los productos suministrado a los tratamientos.

Ensilaje (Funda) 45kg 4.50
Producto comercial N°1 20kg 40
Producto comercial N°2 530ml 60
Producto comercial N°3 25kg 90
Producto comercial N°4 50ml 30
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