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RESULTADOS DE LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
CONGELADOS Y FRESCOS EN NOVILLAS HOLSTEIN-CEBU,
REGION DE AZUERO (Bosque Tropical Seco). 1996.

Reinaldo de Armas R.'; Luis F. Pérez?

RESUMEN

En el presente estudio se transfirieron 73 embriones, de los cuales 26 eran
embriones frescos, mientras los 48 restantes eran embriones congelados, importados
de Australia. Los embriones frescos se colectaron a partir de vacas superovuladas, bajo
condiciones de la finca del productor. Los embriones congelados fueron tratades con
lres pases de 10 minutos cada uno, a concentraciones descendentes de glicerol + saca-
rosa (1: 8% de glicerol + 10.3% de sacarosa; 2: 3% de glicerol + 10.3% de sacarosa y 3:
6% de glicerol + 10.3% de sacarosa). La transferencia de embriones se efectud en un
mismo hato de receptoras, mantenidas bajo condiciones similares de manejo y alimen-
tacion (novillas de cruzamiento Holstein x Cebu, de 22 a 30 meses de edad y >400 kg de
peso vivo. La sincronizacion receptora donante fue de + 1 6 0 con relacién al dia del celo
superovillatorio, mientras que la edad embrionaria, en todos los casos, fue de siete dias.
Se consideraron como variables a estudiar: Tipo de embrion (fresco o congelado), época
del afio (I: enero a mayo y I junio a diciembre) y dia tiempo de sincronizacién (+1 ¢ 0
dias). Los resultados de prefiez alcanzados fueron de 31.25% (15/48) para los embrio-
nes congelados y de 60% (15/25) para embriones frescos (P<0.05). Los mejores resul-
tados de prefiez por época, se lograron de enero a mayo (I: 51.52% vs II: 32.5%); se
evidencio diferencias significativas (P<0.05) en el lipo de embrién por época, para el caso
de los embriones congelados (I: 45% vs Il 21.43%), mientras que no hubo diferencias
oon los embriones frescos (I: 61.54% vs |I: 58.38%). Con relacidn al tipo de embridn y
estado de sincronizacion receptora donante, a pesar de que no se pudo comprobar
estadisticamente diferencias significativas, hubo una tendencia matematica similar a la
del lipe de embridn por época(embriones congelados, 40% (6/15) y 27.3% (9/33); embrio
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nes transferidos frescos, 75% (6/8) y 69.2% (9/13), para los dlas + 1 y 0, respectivamente.
Se concluye que para incrementar los resultados de prenez con embriones congelados,
bajo las condiciones climaticas de la Region de Azuero, Republica de Panama, se
debe realizar las transferencias durante el periodo de enero a mayo y se propone
ensayar el empleo de receptoras con un dia méas (+ 1 dia) de intervalo celo transferencia
que las donadoras.

PALABRAS CLAVES: Vaca; parto; heredabilidad; leche; produccién;
nutricion animal; pastoreo; Panama.

EMBRYO TRANSFER RESULTS OBTAINED WITH FRESH AND
FROZEN EMBRYOS IN THE REGION OF AZUERO (Tropical dry forest). 1999.

Atthe present study 73 embryos were transferred, from which 25 were fresh embryos
and the rest (48) were frozen embryos imported from Australia. Fresh embryos were collected
from superovulated cow under farm conditions. Frozen embryos were thawed in three sleps
{10 minutes each) in decreasing glycerol concentrations + constant amount of sucrose (1:
6% glycerol + 10.3% sucrose; 2: 3% glycerol + 10.3% sucrose and 3: 6% glycerol + 10.3%
sucrose ). All embryos were transferred in the same racipients herd (F-1, Holstein X Zebu
heiters, ages between 22 to 30 month and averagebody weight of 400 kg), keep under the
same management and feeding conditions. Recipient synchronization was +1 and 0 in
relation to superovulatory estrous in donars cows mean while embryo age was in all
cases 7 days. The variations factors studied were: embryo source (fresh or frozen), period
of the year (I; January to May and II: June to December) and synchronization time (day + 1
or 0); The pregnancy results were 31.25% with frozen embryos (15/48) and 60% (15/25)
with fresh embryos (P<0.05). According to the period of the year in which transfers were
performed results shown in period 1: 51.52% vs |I: 32.6%, correlating source of embroys
and period of the year, frozen embryos shown significant differences (P<0.05) belween
periods (I: 45% vs |I: 21.43%); however, fresh embryos did riot show the same behavior (I:
61.64 vs II: 58.33%). In relation to the source of embryo and recipient - donor synchronization
nevertheless nor statistical differences were proved a similar mathematical tendency was
observed as in the previous results for source of embryo— period of the year . The pregnancy
rasulls were 40% (6/15) and 27.3% (9/33) for frozen embryos in days + 1 and 0, respectively;
on the other hand, fresh embryos transferred on days + 1 risk 75% (6/8) as well as 69.2%
(9/13) obtained for these (transferred on day 0. We concluded that for increasing embryo
transfer results under the Azuero climatic conditions in Panama, transfers should be
performed during the months of January to May and is proposed to study the use of
embryo recipients with one day in advance (day + 1) in reference to the superovulatory
estrous in the embryo donors.

KEYWORDS; Cow; calving; heritability; milk; production; animal nutrition:
grazing; Panama.
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INTRODUCCION

La técnica de transferencia de
embriones tiene su origen en los tra-
bajos realizados por Walter Heape, a
finales del siglo XIX, caracterizada por
su creciente popularidad, alcanzada
por las bondades de la técnica en la
reproduccion de los animales de
mayor valor productivo, con su in-
cuestionable impacto en la mejora
genética. En Panama, se han desa-
rrollado algunos trabajos, de forma
aislada, sin contar hasta el momento
con resultados publicados.

Diferentes autores (Niemann
1991, Palmay Brem, 1993; de Armas
y Solano, 1996) han considerado la
importacion de embriones, en forma
congelada, como una de las posibili-
dades mas interesantes que brinda
la transferencia de embriones. Esto
permite introducir razas exoticas o
de zonas distantes, disminuyen los
costos de transporte y cuarentena
que limitan la importacion de anima-
les vivos. Ademés, disminuye los
riesgos de introduccién de enferme-
dades no existentes en el drea y sal-
va los problemas de adaptacion al
nuevo ambiente, ya que los terneros

producidos a partir de embriones
congelados, naceran en vientres
autoctonos del lugar donde van a
desarrollarse. De esta manera,
comienza su adaptacion desde el
mismo Uutero y recibiendo, al na-
cer, via madre receptora, las
inmunoglobulinas necesarias para
iniciar su vida. Por otro lado, es
importante emplear esta tecnica
en la reproduccién intensiva de
las hembras mas productivas del
rebano nacional, ya que estos ani-
males han demostrado su produc-
tividad y adaptabilidad al medio am-
biente local.

Este estudio, realizado en la
Region de Azuero, trata de mostrar
los resultados alcanzados en la
transferencia de embriones
frescos, obtenidos localmente, v
congelados importados.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en
la Region de Azuero, en una
granja dedicada a la produccicn de
leche, en un area considerada
como Bosque Tropical Seco (Tosi,
1971).
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Para la produccion de em-
briones frescos se emplearon
hembras de cruzamiento lechero
(3/4 Pardo Suizo X Cebl y %
Holstein X Cebl), las cuales fueron
superovuladas en la fase media
luteal (dias 10 al 12) con una dosis
total de 40 ui de FSH de origen
porcino (Folitropin-V, Veterpharm,
Canada), aplicada en ocho inyec-
ciones de 5 ui cada una a interva-
los de 12 horas entre aplicacion; en
coincidencia con la quinta aplica-
cion de FSH se le suministro 25 mg
de un andlogo de la prostaglandina
F,, (Lutalyse, Upjon, USA).

La inseminacion artificial (I1A)
se practicé dos veces, a las 12 y
24 horas de iniciado el estro, con

una dosis de semen por servicio

de IA. La colecta de los embriones
se realizd no quirdrgicamente a
los siete dias después del estro
superovulatorio. Los embriones
colectados fueron evaluados bajo
vision estereoscopica, segun crite-
rio morfoldgico en la misma finca
donde se realizaron las colectas.
Aquellos clasificados como trans-
feribles se embalaron individual-
mente en pajillas (0.25 ml) y se tras-
ladaron a temperatura corporal
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(36°C) hacia el hato de receptoras,
mediando un tiempo promedio de 4
a 6 horas de la colecta hasta la
transferencia.

Los embriones importados en
forma congelada fueron obtenidos
a partir de donadoras de la raza AFS
(Frisian X Sahiwal Australiana,
Reproduction Artificial Breeding,
Lid., Australia) y la congelacion rea-
lizada en un solo pase por glicerol
al 10%. La descongelacion se de-
sarrollo por 15 seg, en aire, a tem-
peratura ambiente (22°C) y, poste-
riormente, en agua a 25°C por otros
15 seg y sometidos a la extraccion
del crioprotector en tres pases de
10 min cada uno, antes de ser colo-
cados en el medio de transferencia:
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ler Pase: 6% de glicerol + 10.3%
de sacarosa.

2do Pase: 3% de glicerol + 10.3%

de sacarosa.

0% de glicerol + 10.3%

de sacarosa.

3er Pase:

ey

Mdrula de excelente calidad después
de la descongelacion y el retiro del
crioprotector.

Una vez evaluados los em-
briones morfolégicamante, bajo
vision estereoscopica, los mismos
fueron colocados en paijillas (0.25
ml) para su transferencia a las
hembras receptoras, en un inter-
valo de tiempo entre 1y 2 horas.

Como receptoras, para
ambos tipos de embriones, se em-
plearon novillas cruzadas (Holstein
X Cebu) de una edad entre 22 y 30
meses, con un peso Vvivo prome-
dio de 400 kg. Estas hembras con-
formaban un hato que se mantuvo
bajo las mismas condiciones de te-
nencia y manejo. Durante este
periodo, se les suministrd una
suplementacion de 5 kg de mela-
za con 2% de urea y 10% de torta
de soya, sobre la base alimenticia
de pasto mejorado (Brachiaria
decumbens y Digitaria swazi-
landensis). El celo fue detectado
por observacion directa de un
hombre, dos veces al dia (mana-
nay tarde).

Las transferencias se reali-
zaron no quirdrgicamente y la
sincronizacion receptora donante
fue de +1 a 0 dias (8 6 7 dias des-
pués de detectado el estro). El
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diagnostico de gestacion fue practi-
cado a los 60 dias por palpacién
transrectal del utero.

Para el analisis estadistico de
los resultados se empled el progra-
ma SAS y se trabajo con un nivel de
significacion de P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las ocho vacas so-
metidas a superovulacion, respon-
dieron seis, las cuales fueron lava-
das y se obtuvo un total de 32
huevos. De ellos, 24 fueron clasifi-
cados como transferibles (seis
fueron blastocistos y 18 marulas
compactas), mientras los restantes
ocho no se encontraban aptos para

la transferencia (cinco no fecunda-
dos y tres retrasados degenerados).
Los resultados se presentan en el
Cuadro 1.

En cuanto al porcentaje de res-
puesta a la superovulacién (75%),
los resultados fueron similares a los
descritos por diferentes autores
(Donaldson, 1984; Mapletoft y col.,
1987) para hembras lecheras con
el empleo de la hormona foliculo es-
timulante (FSH). En lo referente a
la X de embriones producidos por
donantes resulto ligeramente inferior
a los publicados por Price y col.,
1999 (5.2); Ochio y col., 1999 (5.8)
y Kawamata, 1999 (4.8), bajo con-
diciones de clima templado.

Al ser comparados con estu-
dios desarrollados bajo condiciones

CUADRO1. RESULTADOS DE LA SUPEROVULACION Y COLECTA DE
EMBRIONES.
Donantes Donantes | Porcentaje Huevos Huevos
Superovuladas | Lavadas de Colectados Transferibles
(DS) (DL) Respuesta
No. | (DS) | (DL) | No. | (DS) | (DL)
8 6 75 32| 4 |53]|24] 3 4

DS: Donantes superovuladas.
DL: Donantes lavadas.
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parecidas, en areas fropicales (de
Armas y Solano, 1996) no hubo dife-
rencias (4.04). De tal forma que, te-
niendo en cuenta que las hembras
superovuladas en este estudio se en-
contraban en diferentes fincas, bajo
condiciones de explotacion practica,
sin recibir tratamientos especiales por
su condicién de donadoras de em-
briones, estos resultados fueron sa-
tisfactorios y pudieran ser incremen-
tados en la medida que se implemen-
ten politicas preferenciales de alimen-
tacion y manejo para las donantes de
embriones, en concordancia con lo
planteado por Solano y col. (1992) y
Maplstofty col. (1993).

Los resultados de prefiez logra-
dos en este estudio, despues de la
transferencia de embriones frescos,
a pesar de ser menores en la época
11 (1:61.54 vs [1:58:33), no presentaron
diferencias significativas estadistica-
mente entre epocas y se correspon-
den a los porcentajes publicados por
diferentes autores para el drea tropi-
cal (de Armas y Solano, 1996,
Ambrose y col., 1999). (Cuadro 2).

En el caso de la transferencia
de embriones congelados, la diferen-
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cia entre epocas (I:45% vs
11:21.4%) resulto estadisticamente
diferente (P<0.05). Estos resulta-
dos han sido descritos anterior-
mente tanto para la IA, transferen-
cia en fresco o de embriones con-
gelados y han sido relacionados
con el estrés calorico (Ambrose y
col., 1999). A pesar de esto, enla
region de Azuero no hubo
grandes diferencias entre ambas
épocas, en las variaciones de tem-
peraturas promedio entre épocas
(1:27.5 vs 11:26.7°C), mientras que
fueron mas acentuadas las diferen-
cias en cuanto a la biotemperatura
X, de 24.5°C en la época | vs
26.2°C en la época |l y esto parece
estar relacionado con la gran dife-
rencia en cuanto a los niveles de
precipitaciones promedios existen-
tes entre épocas (1:55 mmvs [1:193
mm), lo cual produce que las mag-
nitudes de evaporacion y humedad
relativa sean exitremadamente
altas en la época I, provocando
un recalentamiento de la econo-
mia del animal e ineficiente perdida
de calor en el mismo. Siunimos a
esto, que la incidencia de lluvias es
alta y se corresponde fundamen-
talmente a horas de la tarde vy la
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CUADRO 2. RESULTADOS DE PRENEZ ALCANZADOS CON
EMBRIONES CONGELADOS Y FRESCOS
TRANSFERIDOS EN DOS EPOCAS DE ANO.

Tipo de Embrién 221?3:; :I: Enero - Mayo (1) | Junio-Diciembre (i)

No. | % (prefiez) | No. | % (prefiez)
Frescos 25 13 61.54 a 12 58.38 a
Congelados 48 20 45.00 b 28 2143 ¢
Totales 73 33 51.62 d 40 32.50 e

Letras diferentes en una misma fila difieren significativamente P<0.05.

noche, los animales estan someti-
dos a un fenomeno de altas tempe-
raturas y humedad durante el dia,
mientras que en la noche se enfren-
tan a un enfriamiento corporal, por
efecto de la propia lluvia, creando-
s€ un estrés, que puede ser
correlacionado con los bajos resul-
tados logrados en la época Il. Re-
sultados similares han sido obser-
vados en estudios realizados en Flo-
rida en programas de |A por
Thatchery col. (1990) y Yasery col.
(1999).

Para tratar de explicar el por
qué son mas marcadas las diferen-

cias en los indices de prefiez en los
embriones congelados, nos apoya-
riamos en que éstos de por si
mismos logran menores indices que
con los embriones frescos (31.2 vs
60.0%), debido a la pérdida de célu-
las durante la congelacién, como fue
descrito por Mazur (1977), lo que sin
dudas los hace mas vulnerables a
cambios en el medio uterino recep-
tor y, por ende, sus posibilidades de
sobrevida son menores.

Lo anteriormente planteado
también sugiere que los resultados
alcanzados en referencia a la sin-
cronizacion receptora donante (ver
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Cuadro 3), a pesar de que no se pudo
establecer diferencias estadisticas, la
tendencia observada puede estar re-
lacionada con los embriones conge-
lados. Estos alcanzan los mayores
indices de sobrevida en uteros mas
entrados en la fase luteal (+1 dia), los
cuales brindan condiciones uterinas
mas favorables a su desarrollo (+1:
45% vs 0: 21.4%), lo que puede no
ser tan importante para los embrio-
nes transferidos en fresco. No obs-
tante la literatura consultada plantea
gue los mejores indices de gestacion
se obtienen al realizar las transferen-
clas con una sincronizacion de
12 horas entre receptoras y donante
(Leter y col. 1999),

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados
de la transferencia de embriones
congelados, se concluye que exis-
ten diferencias entre los indices de
prefiez logrados en las dos epo-
cas de ano estudiadas y que para
lograr los mas altos resultados con
este tipo de embriones se reco-
mienda realizar los mismos duran-
te los meses de enero a mayo. Se
recomienda continuar el estudio de
la Iinfluencia de la sincronizacion
embrién receptora en un tamano
muestral mayor.

CUADRO 3. iNDICES DE PRENEZ LOGRADOS POR EMBRIONES
FRESCOS Y CONGELADOS CON RELACION A LA
SINCRONIZACION RECEPTORA DONANTE.

Sincronizacion receptora donante

Tipo de embrion +1dia 0
Transf. (+) | % (prenez) [ Transf. (+) | % (prefez)
Frescos 8 B 75 13 9 69.2
Congelados 15 6 40 33 9 27.3
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