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RESUMEN

AGUSTIN MANUEL ROSILES VAZQUEZ. MONITOREO ULTRASONOGRAFICO
DEL DESARROLLO Y MORTALIDAD EMBRIONARIA EN GANADO BOVINO
DEL TROPICO HUMEDO. (Dirigido por: Carlos S. Galina Hidalgo)

E! estudio del desarrollo embrionario mediante ultrasonografia en las primeras
etapas de gestacion ha sido estudiado basicamente en ganado de la raza Holstein
bajo las condiciones del altiplano, sin embargo, en ganado Cebu criado bajo las
condiciones del trépico humedo no existe informacién al respecto que caracterice
de forma confiable el desarrollo embrionario en este tipo de ganado. Por tal
motivo, el objetivo del presente estudio fue medir el tamafo de la vesicula
amnidtica, el eje longitudinal y transversal del embrion para caracterizar su
desarrollo y de esta forma determinar el dia en que es posible observar el latido
cardiaco en los embriones monitoreados. Mediante ultrasonografia transrectal
(Equipo Aloka SSD 500 microplus, transductor lineal de 7.5 MHz) se realizé un
total de 267 observaciones a un grupo de 50 hembras, la mayoria de ellas del tipo
Bos indicus gestantes, a partir del dia 20 hasta el 40 post-inseminacion artificial
bajo las condiciones del tropico humedo. La precisiébn para detectar la vesicula
amnidtica dentro del utero fue del 60% (12/20) en el dia 20 del primer monitoreo,
midiendo esta ultima una longitud promedio de 0.44 + 0.20 cm. Dentro de estas
vesiculas se confirmd la presencia de un embribn mediante el analisis
retrospectivo de los monitoreos. Asimismo, la precision para detectar al embrion
fue de 66.6% y 100% entre los dias 20 y 24 post-servicio, respectivamente. La
longitud promedio de los embriones al dia 20 fue de 0.20 + 0.07 cm y de forma
transversal midié en promedio 0.07 + 0.02 cm. La exactitud para detectar el latido
cardiaco fue del 50% (9/18) en el dia 24 post-servicio y para el dia 26 la precision
se incremento6 al 100%. Al final del monitoreo (dia 40), el embrién midié de forma
longitudinal y transversal en promedio 1.92 + 0.24 cm y 0.85 + 0.11 cm,
respectivamente. En el presente estudio se observaron tres casos de muerte

embrionaria entre los dias 30-36 de gestacion con dos dias de diferencia entre

VII



cada uno. En conclusion, la deteccién de un embrion es posible a partir del dia 24
post-inseminacion artificial y el latido cardiaco a partir del dia 26 con un 100% de

confiabilidad.

Palabras clave: ultrasonografia, diagnostico de gestacion, trépico humedo,

B. indicus.
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ABSTRACT

AGUSTIN MANUEL ROSILES VAZQUEZ. ULTRASONOGRAPHIC SCREENING
OF MORTALITY AND EMBRYO DEVELOPMENT IN CATTLE RAISED UNDER
HUMID TROPIC. (Directed by: Carlos S. Galina Hidalgo).

There is no information on embryo development in Zebu cattle monitored
through ultrasonography, most of the studies are related to Holstein cows. Due to
the above, the objective was to measure the size of the amniotic vesicle and the
longitudinal and transversal axis of the embryo, in order to determine the day in
which it is possible to measure this structure and to detect the heart beat in the
screened embryos. Through a transrectal ultrasonography (Aloka SSD 500
microplus equipment, linear transducer of 7.5 MHz) a total of 267 observations
were performed in a group of 50 females mainly Bos indicus, raised under humid
tropical conditions and pregnant from day 20 every second day until day 40 post-
artificial insemination. The accuracy to identify the amniotic vesicle was 60%
(12/20) on day 20 of the first screening, measuring an average length of 0.44 +
0.20 cm. Accuracy to detect the embryo was 66.6% and 100% between days 20
and 24 post-breeding, respectively. The mean length of the embryos on day 20
was of 0.20 + 0.07 cm and the transversal shape had a mean length of 0.07 + 0.02
cm. The accuracy to detect the heart beat was 50% (9/18) on day 24 post-breeding
and for day 26 the accuracy increasing to 100%. At the end of the screening (day
40), the embryo measured a mean of 1.92 + 0.24 cm and 0.85 + 0.11 cm,
longitudinal and transversally respectively. In the present study, we observed three
cases of embryonic mortality between days 30-36 of pregnancy with two days of
difference between one to another. In conclusion, the embryo can be detected from
day 24 post-artificial insemination and the heart beat from day 26 with 100%
reliability.

Key words: ultrasonography, pregnancy diagnosis, humid tropic, B. indicus.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La exactitud en el diagnostico precoz de gestacion es un factor esencial
para optimizar el desempeno reproductivo en el ganado bovino (Szenci et al.,
1998). Por tal motivo, la importancia econémica en el diagnostico exacto de
gestacion ha resultado en el desarrollo de diversas técnicas para este proposito
(Chaffaux et al., 1986). De esta forma, el examen clinico del utero por medio de la
palpacion rectal ha sido la técnica mas utilizada para el diagnostico de gestacién
en el ganado bovino (Oltenacu et al, 1990). La gran ventaja que ofrece la
palpacion rectal radica en su bajo costo, mientras que la precision depende de la
experiencia del clinico y los criterios utilizados como son la fluctuacion del atero, la
identificacion de la vesicula amnioética y el desplazamiento de la membrana corio-
alantoidea (Pieterse et al., 1990). Debido a las caracteristicas anatémicas del
Utero entre las diferentes edades se recomienda el diagnéstico de gestacion por
medio de la palpacion rectal a partir del dia 32 a 36 en novillas y en vacas entre el
dia 36 a 42 después de la inseminacion artificial (IA) o monta natural (Roberts,
1986). Como desventajas se pueden citar tres muy importantes, en primer lugar no
es posible realizar el diagnostico precoz de gestacion que ayude a disminuir el
intervalo después del primer servicio (Fricke, 2002), en segundo lugar, la
palpacion del utero por via rectal no es una herramienta practica que determine la
viabilidad de los embriones (Fissore et al., 1986), por ultimo, se ha propuesto que
la palpacion rectal antes del dia 45 post-IA o monta natural puede incrementar el
riesgo de mortalidad embrionaria, especialmente cuando se utiliza como meétodo
de diagnéstico el desplazamiento de membranas (White et al., 1989).

Al respecto, se han realizado diversas investigaciones (Kastelic y Ginther
1989; Alexander et al., 1995) con el fin de evaluar los posibles efectos
detrimentales de la palpacion rectal sobre la viabilidad del embrion, asi como

también para evaluar el grado de precision en el diagnostico precoz de gestacion



(Galland et al., 1994). De esta forma, los estudios realizados divergen en los
resultados obtenidos. Por ejemplo, Alexander et al. (1995) concluyen que la
palpacion rectal no ejerce ningun efecto negativo sobre la viabilidad de los
embriones si se realiza a partir del dia 30 a 60 post-lA, incluso utilizando como
meétodo de diagnéstico el desplazamiento de membranas. Sin embargo, segun
Franco et al. (1987) la palpacion rectal puede tener efectos negativos sobre la
viabilidad de los embriones provocando la reabsorciéon de los mismos, por ser una
técnica invasiva que afecta el ambiente uterino (Boyd et al., 1988). Con respecto al
grado de precision, Galland et al. (1994) consideran que aun con un técnico
experimentado, la palpacion rectal es virtualmente absoluta desde el dia 33 post-

servicio, teniendo que confirmar el diagndéstico al dia 60 de gestacion.

Por otra parte, desde los 70°s en la industria lechera donde se tienen
registros de la fecha de monta o inseminacion artificial las pruebas para medir la
concentracion de progesterona (P4) en leche y sangre para realizar el diagnéstico
de gestacion han sido muy precisas. El objetivo inicial en la medicién de los
niveles de P4 fue caracterizar la fase lutea del ciclo estral y determinar la duracion
del mismo (Bulman y Lamming, 1979). Posteriormente, al identificar un cuerpo
liteo (CL) activo mediante los niveles de P4, se plante6 su utilizacion para realizar
el diagnostico de gestacion. Sin embargo, al medir las concentraciones Py y
obtener resultados con niveles basales de la misma, el diagnéstico de gestacion
se convierte realmente en un diagnéstico de no gestacion. Por ejemplo, Booth et
al. (1979) al medir la concentracion plasmatica de P4 como un indicador en el
diagnostico precoz de gestacion en ganado de carne y utilizando como referencia
el umbral de 1.50 ng/ml de P4, obtuvieron una precision de 77.8% para el
diagnostico de gestacién y 93.8% para el de no gestacion. En estudios similares
se han obtenido diversos niveles plasmaticos de P4 en un intento por determinar el
umbral preciso que ratifique el diagnostico de gestacion en ganado Cebuino
(Pulido et al., 1991). De esta forma, han existido errores al diagnosticar como no

gestantes animales en los cuales el umbral de P4 es inferior al planteado en los



protocolos de investigacion. Otra limitante que se presenta al evaluar unicamente
la presencia de un CL como un indicador de gestacion cuando se desconocen las
fechas de servicio, radica en el hecho de que existen fases luteas prolongadas
que pueden proporcionar falsos positivos al interpretar los resultados de P4
(Bulman y Lamming, 1977), incluso, los niveles circulantes de esta hormona
pueden estar presentes en enfermedades como la piometra (Manns et al., 1985),
lo cual puede confundir el diagndstico de gestacidn cuando se interpretan
unicamente los niveles de progesterona.

Con el fin de evaluar el método de mayor eficacia para el diagnostico de
gestacion precoz, Pieterse et al. (1990) compararon el Radioinmunoanalisis (RIA),
Enzimoinmunoanalisis (EIA) y la Ultrasonografia; concluyendo que esta ultima es
la técnica mas adecuada para el diagnostico precoz de gestacion ya que se
aprende rapidamente y se dispone de los resultados de forma inmediata. Los
porcentajes de sensibilidad obtenidos fueron 97.7%, 93.1% y 86.2% mediante
Ultrasonografia, EIA y RIA, respectivamente. Posteriormente, Szenci et al. (1998)
para realizar el diagnéstico precoz de gestacion en vacas lecheras compararon
tres métodos (ultrasonografia, proteina B bovina especifica de la gestacion y
glicoproteina 1 asociada a la gestacion), y concluyeron que no existian diferencias
estadisticas significativas entre los métodos antes mencionados y el porcentaje de
vacas que llevaron a término la gestacion. Sin embargo, los resultados obtenidos
al dia 26 post-IA demuestran que la ultrasonografia superé con un 94.5% de
especificidad a la proteina B bovina especifica de la gestacion (85.1%) y a la
glicoproteina 1 asociada a la gestacion (56.7%). Estos datos demuestran que
mediante la ultrasonografia es posible identificar animales gestantes de forma
precisa 26 dias después de realizado el servicio.

Si bien, el uso de proteinas especificas de la gestacion y los analisis de P4
tanto en leche como en sangre proporcionan valiosa informacién para integrar el
diagnéstico de gestacion, tienen como limitante que los reactivos y el equipo de
laboratorio para estas pruebas poseen un alto valor econémico, se requiere de

personal técnico especializado y los resultados se obtienen a mediano plazo
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(Gandy et al., 2001). En adicién, no es posible confirmar la existencia de un
embrion viable basados unicamente en los niveles de progesterona, ya que el
incremento de estos Ultimos puede estar presente en fases luteas prolongadas,
piometras y en menor porcentaje durante los cuerpos luteos persistentes (Manns
et al., 1985; Inskeep, 1995).

Debido a lo anterior, se han desarrollado técnicas que permiten no
solamente identificar la existencia de un CL funcional durante la gestacion, sino
que también evalluan el desarrollo y viabilidad de los embriones. De esta forma, las
primeras investigaciones realizadas por Pierson y Ginther (1984) para monitorear
el desarrollo embrionario dieron la pauta para extender el campo de estudio de la
ultrasonografia en el ganado bovino. Por ejemplo, Baxter y Ward (1997) al utilizar
la ultrasonografia para realizar el diagndstico precoz de gestacion y monitorear la
mortalidad embrionaria, determinaron que esta técnica por si misma no produce
riesgos sobre la viabilidad de los embriones. Ademas, se confiirmé que la
ultrasonografia es una técnica mucho menos invasiva que la palpacion rectal
(Boyd et al., 1988) y puede proporcionar en animales gestantes hasta un 100% de
precision cuando el diagnéstico se realiza 20 dias después del primer servicio
(Curran et al., 19867).

El diagnéstico precoz de gestacion y estudio del desarrollo embrionario
mediante ultrasonografia ha sido realizado basicamente en ganado Holstein de
clima templado en los sistemas de produccion intensivos (Pierson y Ginther, 1984;
Curran et al., 1986°% Chaffaux et al., 1986; Fissore et al., 1986). Bajo estas
condiciones experimentales ha sido posible evaluar el desarrollo embrionario
mediante las caracteristicas que determinan la edad de gestacion y viabilidad de
los embriones (Kastelic et al., 1988). Asimismo, Curran et al. (1986") tipificaron
una curva de crecimiento para evaluar el desarrollo embrionario en ganado de la
raza Holstein, realizando el monitoreo a partir del dia 10 hasta el dia 60 post-IA,
donde las principales variables analizadas fueron las dimensiones del embrion y

sus caracteristicas anatémicas como son la presencia del latido cardiaco, area



ocular y miembros toracicos y pélvicos. En contraste, bajo las condiciones
extensivas del tropico humedo la informaciéon referente al desarrollo y mortalidad
embrionaria en ganado Bos indicus es escasa, ya que no existen referencias al
respecto. No obstante, se ha reportado de forma indirecta en ganado sujeto a
condiciones de estrés caldrico que la velocidad de desarrollo y calidad de los
embriones recolectados ha sido deficiente (Hernandez-Ceron et al., 2004), lo cual
permite suponer que bajo las condiciones del tropico humedo la velocidad de
crecimiento embrionario puede ser diferente comparado con el ganado Holstein
sujeto a las condiciones del altiplano. Sin embargo, se esperaria que al extrapolar
los datos referentes al crecimiento embrionario del ganado Bos taurus los
resultados fuesen similares en el ganado B. indicus, a pesar de ello, se hace
necesario tener un conocimiento preciso del desarrollo embrionario en ganado
Cebu criado bajo las condiciones del tropico humedo.

Por tal motivo, evaluar el desarrollo embrionario en programas de IA o
monta natural bajo las condiciones extensivas del trépico humedo utilizando como
instrumento de medicion la escala del ganado B. taurus podria, no necesariamente

ser comparable dadas las caracteristicas del ganado B. indicus.

1.1. Objetivo General
Caracterizar mediante ultrasonografia el desarrollo embrionario entre el dia

20 y 40 de gestacion en ganado B. indicus de clima tropical.

1.2. Objetivos especificos
Medir el desarrollo del embrién para determinar la edad de gestacion.
2. Tipificar las caracteristicas embrionarias que pueden ser observadas
mediante ultrasonografia.
3. Caracterizar la naturaleza de la posible muerte embrionaria a través de la

ultrasonografia.



CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

2.1. DIAGNOSTICO PRECOZ DE GESTACION

2.1.1. Palpacion Rectal

A nivel mundial, la palpacion rectal continta siendo la herramienta practica
de manejo reproductivo mas utilizada para realizar el diagnoéstico de gestacion en
ganado bovino (Oltenacu et al., 1990). La palpacién precisa de las estructuras
anatomicas del ovario es fundamental para identificar el estatus reproductivo de la
vaca y asi realizar el programa reproductivo apropiado. Es por ello, que los
estudios realizados para determinar el grado de precision que la palpacioén rectal
proporciona cuando se identifican las estructuras ovaricas convergen en un 85%
de precision aproximadamente (Gutiérrez et al., 1996; Ribadu et al., 1994). Sin
embargo, una de las principales limitantes que mas afecta su efectividad cuando
se realiza el diagnoéstico precoz de gestacion radica en el tiempo post-servicio en
que ésta es realizada. Por ejemplo, en los programas de |IA o monta natural es
comun que el diagnéstico de gestacion a través de la palpacion rectal se realice a
los 40 dias post-servicio, teniendo que realizar un diagnéstico confirmatorio
aproximadamente 60 dias después de finalizado el programa (Amiridis et al., 2000;
Nation et al., 2003; Chebel et al., 2004). El objetivo final que pretenden los
programas de reproduccion (IA 6 monta natural) es obtener el mayor indice de
fertiidad mediante el protocolo utilizado y como un reflejo de ello incrementar las
tasas de gestacion. Sin embargo, cubrir el mayor nimero de hembras después del
primer servicio depende en parte, de la eficiencia para detectar la mayor cantidad
de hembras vacias en el siguiente celo. Desafortunadamente, el diagnostico de

gestacion por medio de la palpacién rectal no proporciona la informacién oportuna



que permita identificar hembras vacias en el siguiente celo post-servicio, y por
consiguiente disminuir el intervalo entre servicios (Fricke, 2002).

Por tal motivo, evaluar la eficiencia que la palpacion rectal puede
proporcionar en el diagnoéstico precoz de gestacion ha sido tema de estudio en la
investigacion veterinaria. Por ejemplo, estudios clasicos (Archibong y Diehl, 1982)
han reportado que mediante la palpacion rectal es posible obtener 100% de
precision cuando el diagnéstico se realiza entre los dias 40 y 75 post-1A.
Posteriormente, Franco et al. (1987) obtuvieron un 82.3% de precision mediante
esta técnica realizando el diagnostico entre los dias 42-46 posteriores al servicio.
No obstante, aunque la precision en el diagnoéstico de gestacion gira alrededor del
100%, la rentabilidad se basa en identificar animales no gestantes de forma
inmediata para reincorporarlos de nuevo al programa reproductivo (Galland et al.,
1994). Asimismo, Oltenacu et al. (1990) disefiaron un modelo para analizar el
costo-beneficio que diversos esquemas pueden proporcionar cuando se realiza el
diagnostico precoz de gestacion. Asi, encontraron que el diagnostico por medio de
la palpacion rectal en el dia 40 de gestacion redituaba econémicamente una
ganancia neta de $3.80 dolares por vaca. De la misma forma, concluyeron que el
método mas rentable se hallaba realizando analisis de P4 en leche en el dia 19
posterior al servicio seguido de la administracion de PGF,, 10 dias después de
colectadas las muestras. Mediante este esquema obtuvieron una ganancia neta de
$10.50 dolares por vaca. Sin embargo, para lograr estas ganancias economicas es
indispensable lograr una eficiencia 220% en la deteccion de celos.

Es por ello, que el diagnostico precoz de gestacion entre los 18 y 24 dias
post-servicio es virtualmente imposible mediante la palpacién rectal cuando se
desconocen las fechas de monta o IA, incluso aun cuando se realiza con un

técnico experimentado (Kelton et al., 1988).



2.1.2. Analisis de Progesterona

A principios de los 70’s se propuso como un meétodo para realizar el
diagnostico precoz de gestacion la medicion de los niveles de P4 (Robertson y
Sarda, 1971; Laing y Heap, 1971). Asi, los esfuerzos realizados a nivel mundial
llevaron a los investigadores a determinar qué tipo de muestras son especificas
para medir las concentraciones de esta hormona. Es por ello, que desde sus
inicios los analisis han sido realizados en muestras colectadas de sangre y leche
principalmente, en ambos casos con resultados que han ayudado a integrar el
diagnostico de gestacion (Bulman, 1979; Eastman, 1979; Booth et al., 1979). En
sus inicios, uno de los principales objetivos al medir las concentraciones de P4 fue
para caracterizar la fase lutea del ciclo estral en el ganado bovino y de esta forma
comparar su precision versus la palpacion rectal y la ultrasonografia. De esta
forma, las investigaciones realizadas por Ribadu et al. (1994) y Gutiérrez et al.
(1996) reportaron una correlacion del 85% entre los analisis de P4, palpacion rectal
y la ultrasonografia en la identificacion de estructuras ovaricas que determinan la
fase lutea del ciclo estral en la vaca.

Los primeros analisis de laboratorio para cuantificar las concentraciones
hormonales fueron realizados mediante técnicas de RIA, posteriormente, con el
desarrollo de las técnicas inmunolégicas de Bioquimica y sin sustituir al RIA, el
EIA fue adoptado como una técnica mas para medir los niveles hormonales. El
principio basico que utilizan ambas técnicas se basa en anticuerpos especificos
que reaccionan contra la hormona en estudio; la diferencia radica que mediante el
RIA se utilizan radioisétopos para la marcacion del complejo antigeno-anticuerpo
(Rioux y Rajotte, 2004). Con el objetivo de realizar el diagnoéstico precoz de
gestacion, Thirapatsukun et al. (1978) midieron los niveles plasmaticos de P4 en
ganado de carne entre el dia 17 y 20 post-IA. De esta forma, obtuvieron 93.8% de
precision en el diagnostico exacto de gestacion cuando utilizaron el umbral de 1.50
ng/ml de P4. Asimismo, observaron que el umbral de 2.00 ng/ml de P4 (positivo de

gestacion), desafortunadamente aumentaba el porcentaje de falsos negativos, lo



cual adquiria cierta desventaja al definir el umbral preciso que confirmara
correctamente el mayor porcentaje de diagnoésticos positivos. Posteriormente,
Franco et al. (1987) utilizaron vacas lecheras para medir la concentracion de P4 en
muestras de leche. Los investigadores obtuvieron 100% de precision cuando el
primer muestreo se realizd entre los dias 20-24 post-IA. Sin embargo, este
porcentaje disminuyd (72.9%) cuando las muestras fueron colectadas entre los
dias 28-42 post-servicio. En ambos casos, la concentracion de P4 que confirmaba
como positivo el diagnostico de gestacion en cada muestra fue >0.5 ng/ml, lo cual
afecté el segundo muestreo ya que los perfiles hormonales de algunas vacas no
obtuvieron este umbral. Es por ello, que independientemente del tipo de muestra
colectada (leche o sangre), el protocolo para los analisis de laboratorio debe
establecer con precision qué perfiles hormonales pueden determinar el diagnéstico
correcto de gestacion (Nebel, 1988). Asimismo, elegir qué tipo de muestra utilizar
para medir los niveles de P4 depende de diversos factores. Por ejemplo, las
muestras de leche se obtienen basicamente de ganado lechero, donde la
disponibilidad para su coleccion se favorece de acuerdo a las condiciones de
manejo, por el contrario, las muestras de sangre se obtienen principalmente en
ganado de carne, donde las practicas de manejo disminuyen de forma
considerable en comparacion con los sistemas de produccion lecheros (Rioux y
Rajotte, 2004). Otro factor decisivo para llevar a cabo los analisis de P4 se basa en
tener registros confiables de las fechas de monta o IA, de no ser asi, las muestras
colectadas pueden coincidir con una fase lutea del ciclo estral y tener como
resultado falsos positivos al interpretar el diagnostico de gestacion (Waldmann et
al., 2001). Infelizmente, no todos los sistemas de produccion bovina cuentan con
registros reproductivos, a excepcion principalmente, de los sistemas intensivos de
produccion lechera. Ademas, segun Pennington et al. (1981), los niveles de P4 en
leche pueden variar considerablemente de acuerdo al tipo de raza utilizada, dias
de gestacion y el tiempo que transcurre durante la coleccion de las muestras hasta
el analisis de las mismas. Por ultimo, como parte de los protocolos de

investigacion en los cuales se miden los niveles de P4 para realizar el diagnéstico



de gestacion, es necesario que se utilice la palpacion rectal para realizar el
diagnéstico confirmatorio entre los 40 y 60 dias después del primer servicio.
Desafortunadamente, al medir los niveles de P4 y confirmar como gestante a una
hembra con base en ello, existe la posibilidad de que las concentraciones de esta
hormona empiecen a disminuir debido probablemente a una muerte embrionaria
(Lulai et al., 1994; Franco et al., 1987), de esta forma, identificarla como no
gestante dependera del tiempo en que se realice el diagndstico confirmatorio
(Stevenson et al., 2003).

2.1.3. Ultrasonografia

Con el desarrollo de la ultrasonografia de tiempo real y su aplicacion en el
campo de la Medicina Veterinaria a finales de los 70°s ha sido posible el estudio
del aparato reproductivo en grandes especies. Los primeros ensayos fueron
realizados para el diagnostico precoz de gestacion en equinos (\Valon et al., 1981;
Palmer y Driancourt, 1980), posteriormente, esta técnica comenz6 a utilizarse para
el diagnostico de gestacion y estudio del desarrollo embrionario en novillas
(Pierson y Ginther, 1984). Asimismo, se ha utilizado en los programas de
transferencia de embriones para visualizar, cuantificar y monitorear el desarrollo
folicular necesario para evaluar la respuesta a los esquemas de ovulacién multiple
(Pierson y Ginther, 1988). Es asi, como la ultrasonografia se ha convertido en una
importante herramienta para la investigacién y asimismo se ha integrado en la

clinica y programas reproductivos de ganado bovino (Pierson ef al., 1988).

La deteccion de animales gestantes de forma precoz motivo el interés de
los investigadores para determinar el grado de precision que puede proporcionar
la ultrasonografia. Con respecto a la exactitud en el diagnéstico precoz de
gestacion mediante la localizacién del embrién y la vesicula embrionaria se han
realizado diversas investigaciones. Al respecto, Curran et al. (1986%) utilizando un

grupo de novillas Holstein para realizar el diagnostico precoz de gestacion,
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obtuvieron una precision del 20% en la deteccién de la vesicula embrionaria en el
dia 10 post-IA. Mas tarde, Boyd et al. (1988) lograron visualizar la vesicula al dia 9
post-lIA con una precisién del 30% en un grupo de vacas de la misma raza. En
general, existe un incremento en los porcentajes de precision para la deteccion de
la vesicula embrionaria conforme avanza la edad de gestacion (Curran et al.,
1986°).

Con relacion a la exactitud en el diagnodstico precoz de gestacion mediante
la localizacién del embrién propiamente dicho, la divergencia en los resultados
reportados por los diferentes investigadores se ha reducido. Por ejemplo, Hanzen
y Delsaux (1987) registraron 94% de precision en el diagnostico precoz de
gestacion basados en 320 examenes a partir del dia 24 hasta el 81 post-1A.
Posteriormente, Hughes y Davies (1989) reportaron un 100% de precision cuando
las observaciones se realizaron en el dia 28 post-lIA utilizando animales de dos
anos de edad. Kastelic et al. (1989) utilizando un grupo de novillas bajo
condiciones controladas reportaron 100% de exactitud en el diagnéstico precoz de
gestacion entre el dia 20 y 22 post-IA. Mas tarde, los porcentajes de precision de
Pieterse et al. (1990) disminuyeron al registrar un 81% entre el dia 21 y 33 de
gestacion. Una vez que los investigadores realizaron el diagnéstico precoz de
gestacion mediante la ultrasonografia con un elevado indice de confianza entre los
20 y 25 dias posteriores al servicio, el interés se orientd en determinar la precision
para detectar el latido cardiaco, que es finalmente lo que determina la viabilidad de
los embriones (Kastelic y Ginther, 1989). Al respecto, Pierson y Ginther (1984)
utilizaron un grupo de novillas en las cuales detectaron el latido cardiaco entre el
dia 26 y 29 post-IA, reportando una precision del 100%. Mas tarde, Curran et al.
(19867) disminuyeron el tiempo en el cual se detecto el latido cardiaco, reportando
una precision del 100% en el dia 21 post-lA. En contraste, no todas las
investigaciones muestran el mismo nivel de precisién, ya que Totey et al. (1991)
en su estudio detectaron escasamente un 26% de precision en el dia 22 post-IA.
Es por ello, que Badtram et al. (1991) analizaron los diversos factores que pueden

tener algun efecto sobre los porcentajes de precision cuando se realiza el
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diagnostico precoz de gestacion mediante la ultrasonografia. En su analisis,
concluyeron que la experiencia del operador, el numero de partos y edad de la
hembra no ejercen ningun efecto sobre la precision en el diagnoéstico, pero si
puede variar de acuerdo a las caracteristicas del equipo ultrasonogréfico,

refiriéndose especificamente al tipo de transductor utilizado.

Principios basicos de la ultrasonografia (Pierson et al., 1988)

La ultrasonografia utiliza ondas de sonido de alta frecuencia que producen
imagenes de los tejidos blandos y organos internos, de forma similar a la que un
sonar es utilizado para proyectar la superficie del océano. El origen de las ondas
del transductor ultrasonografico es similar al sonido audible de las ondas emitidas
por un tambor. En estado de reposo, existe un equilibrio entre las moléculas de
aire de cada lado del tambor (sonido audible) o entre las moléculas de los cristales
eléctricos del transductor y los tejidos con los cuales esta en contacto
(ultrasonido). Cuando el tambor es golpeado las moléculas de aire de cada lado
del tambor se comprimen alternativamente y se refractan por las vibraciones. De
forma similar, cuando un pulso de corriente eléctrica se aplica a los cristales del
transductor, se producen las vibraciones de los mismos resultando en ondas de
presion acustica (ultrasonido) en los tejidos contiguos. Las ondas de sonido son
dirigidas a través de los tejidos por el movimiento del transductor o variando el
angulo como sea deseado. Los tejidos tienen la caracteristica de propagar o
reflejar las ondas de sonido a diferentes grados. El haz de sonido transmitido el
cual es reflejado y recibido por los mismos cristales del transductor se convierte en
impulsos eléctricos que son visualizados en la pantalla del ultrasonido como una
serie de puntos grises.

Las caracteristicas de los tejidos determinan la proporcion del haz de
sonido que sera reflejado. La parte reflejada es presentada en la imagen
ultrasonogréfica por tonos de color gris, que pueden variar desde negro hasta

blanco. Los liquidos no reflejan las ondas de sonido, estas imagenes se
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denominan no ecogénicas o anecoicas. Por otra parte, los tejidos densos reflejan
gran parte del haz de sonido, apareciendo en la pantalla de color blanco, estas
imagenes se denominan ecogénicas o hiperecoicas. Otros tejidos pueden
visualizarse en diferentes tonos de color gris dependiendo de su capacidad para
reflejar las ondas de sonido. Algunos equipos de ultrasonografia muestran de 16 a
64 tonos diferentes en la escala de color gris. El haz de sonido que pasa a través
de los tejidos es completamente delgado (2 mm), mostrando a los tejidos en una
especie de cortes histologicos.

Al igual que un sonido audible, la onda puede debilitarse o atenuarse. Un
eco de la misma frecuencia y velocidad es producido si la primera onda de sonido
emitida golpea una barrera, esto es suficiente para que el sonido regrese. Las
ondas del ultrasonido viajan a través del cuerpo a una velocidad aproximada de
1540 m/seg hasta que el tejido reflector es alcanzado. Algunas ondas se reflejan y
regresan a los cristales, otras contintan para interactuar en la profundidad de los
tejidos. El eco que regresa comprime los cristales eléctricos, los cuales en cambio

producen energia eléctrica la cual es transmitida hacia un receptor.

Equipo

El poder de resolucion del equipo depende de la frecuencia de las ondas de
sonido. La frecuencia se refiere al nimero de vibraciones por segundo de la fuente
acustica. Una alta frecuencia proporciona gran detalle en la imagen pero menor
penetracion, mientras que una baja frecuencia proporciona gran penetracion de
los tejidos pero menor detalle en la imagen. Las frecuencias ultrasonograficas
estan medidas en megahertz (MHz; 1 MHz = 1,000,000 de ondas de sonido por
segundo). Con un transductor de baja frecuencia una gran area puede ser
observada, pero con menos detalles. En cambio, con un transductor de alta
frecuencia una pequefia area puede ser visualizada, pero con mayor nitidez. Los
transductores de baja frecuencia (3.0 — 3.5 MHz) son utilizados principalmente

para observar grandes estructuras a una gran distancia del transductor, por
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ejemplo, un feto de gran tamano. Los transductores de alta frecuencia (5.0 — 7.5
MHz) se utilizan con el proposito de estudiar con detalle las estructuras cercanas
al transductor (evaluacion de los ovarios y del utero), este equipo es el de mayor
utilizacion via transrectal para los examenes del aparato reproductivo en grandes
especies.

Los equipos de ultrasonografia utilizados para el examen del aparato
reproductivo en el bovino son “scanners” de tiempo real, modo B. El modo B se
refiere a la claridad, en donde la imagen ultrasonografica se muestra de forma
bidimensional representada por puntos. La claridad de los puntos es proporcional
a la amplitud en la que regresan los ecos. La imagen de tiempo real se refiere al
movimiento in vivo, en el cual los ecos son registrados y actualizados
continuamente. Existen dos tipos basicos de ultrasonidos de tiempo real modo B
disponibles en el mercado: “scanners” lineales y sectoriales. En el scanner lineal,
las ondas de sonido son emitidas perpendicularmente a través del transductor
entre las filas de cristales. Las ondas producidas por cada cristal viajan
paralelamente hacia el cristal vecino en un orden lineal. La imagen producida es
rectangular, el ancho de la imagen corresponde a la longitud de la parte activa del
transductor. Las imagenes de los tejidos cercanos al transductor aparecen en la
parte superior de la pantalla. La seccion que se observa generalmente es un plano
sagital con respecto al cuerpo. La imagenes de los tejidos en el extremo del
transductor pueden aparecer del lado derecho o izquierdo del monitor;
dependiendo del disefio del scanner. Los scanner sectoriales producen imagenes
en forma de “rebanadas de pastel”, el uso tipico de estos scanner en el campo de
la medicina veterinaria es para imagenes de tendones en los miembros de los

equinos, y estructuras toracicas y abdominales de pequefas especies.

Produccién de imagenes

La calidad de la imagen que se busca en los examenes ultrasonograficos

del aparato reproductivo es el producto de varios componentes electronicos, los
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cuales deben funcionar en armonia para producir las imagenes. El transductor
debe estar en intimo contacto con los tejidos, conectado a la consola por una
sonda compuesta de varios cables que se conectan de forma individual a los
cristales que pulsan y reciben ondas. El generador de pulsos envia sefales
electronicas hacia los cristales eléctricos a un ritmo predeterminado, el cual causa
la formacion de ondas ultrasonograficas. El ritmo de los pulsos esta calculado de
forma que la imagen observada en la pantalla se muestre continuamente. El
alcance total de todos los cristales que conforman el transductor produce una
imagen o marco. De esta forma, cada segundo aparece un indice de 20 a 30
imagenes en el monitor; es asi como se produce la imagen de tiempo real. La
imagen se mueve conforme cambia la localizacion de las estructuras (ejemplo, el
latido cardiaco del embrion) o conforme el transductor se coloca sobre otros
tejidos.

Los ecos que regresan de los tejidos son capturados electronicamente por
un receptor, en este ultimo la senal es amplificada y se realiza una compensacion
por disminucién de la intensidad. Posteriormente, la sefal amplificada se dirige
hacia el convertidor de scanner donde es almacenada y por ultimo se muestra el
resultado de la imagen en una pantalla o monitor. El convertidor de scanner
también sincroniza el ritmo de las ondas del transductor para que la imagen

producida se observe de forma armdnica en el monitor.
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2.2. MUERTE EMBRIONARIA

Las pérdidas prenatales como la muerte embrionaria (ME) y fetal son las
causas mas importantes de los fracasos reproductivos en ganado bovino, teniendo
un impacto sustancial en la rentabilidad de la produccién animal (Vanroose et al.,
2000). De esta forma, aunque los indices de fertilidad pueden llegar a ser en
promedio del 70% en ganado de carne (Breuel et al., 1993) y del 76% en ganado
lechero (Sartori et al., 2002), se ha estimado que la ME ocurre aproximadamente
entre el 20 y 40% del ganado bovino (Hanzen et al., 1999) y en el caso de la
muerte fetal se han reportado indices que oscilan entre el 5y 8% (Thurmond et al.,
1990; Chagas et al., 2002).

Segun el Comité de Nomenclatura en Reproduccion (1972), un embrion es
considerado como tal después de la fertilizacion hasta el completo estado de
diferenciacion, esto es, aproximadamente al dia 42 de gestacion. Con base en
esta clasificacion, la muerte embrionaria temprana ocurre antes del
reconocimiento materno de la gestacion, esto es, antes de los dias 15-17 del ciclo
en el ganado bovino, asimismo, la muerte embrionaria tardia ocurre a partir del
rescate del cuerpo luteo hasta el completo estado de diferenciacién embrionaria
(Humblot, 2001). La ventaja biolégica que produce la muerte embrionaria
temprana radica en que la presentacion del siguiente estro se llevaria a cabo en
promedio 21 dias después del estro anterior, sin afectar un ciclo normal, dando la

oportunidad a la hembra de volver a quedar gestante (Fricke, 2002).

2.2.1. Muerte embrionaria temprana

Segun Whates (1992) la mayor parte de las pérdidas embrionarias ocurren
durante los primeros dias post-fertilizacion y durante el proceso de implantacion
del embrién. El estudio de la muerte embrionaria temprana se ha realizado
basicamente mediante dos métodos; evaluacion de embriones recolectados en

etapas tempranas de su desarrollo y la medicion de los niveles plasmaticos de P4
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que integran el diagnostico precoz de gestacion. De esta forma, Diskin y Sreenan
(1980) al evaluar la calidad de los embriones recolectados al dia 8 post-IA en un
grupo de novillas, observaron un 90% de fertilizacion, sin embargo, al continuar la
recoleccién de los embriones en el dia 12 y 16 post-IA, observaron un 37 y 27%
de mortalidad embrionaria, respectivamente. Posteriormente, Dunne et al. (2000)
utilizando un grupo de vaquillas de carne para evaluar los indices de mortalidad
embrionaria temprana recolectaron embriones en el dia 14 post-1A, asi, asumiendo
indices de fertilizacion del 90% segun lo publicado por Diskin y Sreenan (1980),
reportaron pérdidas embrionarias del 22% con base en la calidad y el numero de
embriones recolectados. Por ultimo, Humblot (2001) al realizar una revision de
literatura sobre las frecuencias de la muerte embrionaria teimprana encontro
indices situados entre el 20% y 43%, con base en estudios de campo, los cuales
combinaron los resultados de las mediciones de P4 y el porcentaje de animales

que retornaron al estro.

Etiologia de la muerte embrionaria temprana

Las investigaciones realizadas a nivel mundial convergen en el sentido de
que los principales factores que propician las pérdidas embrionarias pueden ser de
tipo genético, nutricional, hormonal, ambiental, y el estado de salud del animal,
incluso se han dividido en dos grandes categorias; como causas infecciosas y no
infecciosas (Vanroose et al., 2000). Estos factores pueden presentarse de forma
individual o interactuando entre ellos.

Factores genéticos
Las anormalidades cromosomicas son consideradas como una fuente de
mortalidad embrionaria en el ganado bovino (Zavy, 1994). King (1990) estim6 que

estas anormalidades pueden acontecer hasta en un 20% del total de las pérdidas

embrionarias y fetales. Una de las principales aberraciones cromosémicas
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descritas en especies domésticas en la translocacion Robertsoniana 1/29 del
ganado bovino, la cual consiste en la pérdida del centromero del cromosoma 29 y
la retencion por parte de éste ultimo del centrémero del cromosoma 1, teniendo
como consecuencia la inactivacion de ambos cromosomas (lannuzzi et al., 1992).
A través de este fenomeno se reduce la fertilidad en el ganado debido a la muerte

embrionaria que se tiene como consecuencia (Wilson, 1990).

Factores nutricionales

La condicion corporal ha demostrado ser util para el calcular el estado
nutricional y predecir como se refleja este ultimo en los indices de fertilidad del
ganado bovino (Hady et al., 1994). Asimismo, el balance energético negativo
puede afectar el estado nutricional y por consiguiente reducir la fertilidad en el
ganado (Beam y Butler, 1999). Para demostrar que el estado nutricional deficiente
tiene un efecto directo sobre la calidad del ovocito y por consiguiente este ultimo
comprometer el desarrollo embrionario, Butler y Smith (1989) utilizando vacas
lecheras de alta produccion, observaron que el balance energético negativo antes
del parto afecta la calidad del ovocito hasta el momento del servicio. De esta forma
aunque el ovocito sea fertilizado el bloqueo de la poliespermia puede fracasar,
desarrollandose el embrion de forma anormal muriendo en los siguientes dias
post-fertilizacion (Zavy, 1994). Quintans et al. (2004) utilizando ganado de carne
con baja condicion corporal y destete temporal, estimularon la ovulacion multiple
mediante la administracién de FSH; los autores observaron como respuesta a su
objetivo principal que el nimero y tamafio de foliculos monitoreados fue deficiente,
y aunque indujeron la ovulacion de los foliculos con GnRH, reportaron que la
calidad de los embriones recolectados fue baja, debido a la deficiente condicién
corporal de los animales.

Por otra parte, el incremento del potencial genético para la produccion
lactea ha sido asociado como una causa en la disminucién de la fertilidad en

ganado lechero (Butler et al., 1996). Esto se debe en parte a que el aumento de la
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produccion lactea y el consumo de materia seca en este tipo de ganado son
estimulados en respuesta al incremento en el consumo de proteina suministrada
por la dieta (Butler, 1998). De esta forma, Elrod y Butler (1993) disefaron un
experimento para determinar si el exceso de proteina en la dieta tenia algun efecto
sobre el pH uterino y por consiguiente afectar el desarrollo embrionario. A través
de su investigacion mostraron que las novillas con niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico 216mg/dL tuvieron porcentajes de fertilidad 30% inferiores con
respecto a las novillas en las cuales los niveles fueron <16mg/dL, pues observaron
que el pH uterino normal disminuy6 de 7.2 a 6.6. De esta forma, concluyeron que
altas concentraciones plasmaticas de nitrégeno ureico disminuyen el pH uterino y

por consiguiente pueden comprometer el desarrollo embrionario.
Alteraciones endocrinas

Al igual que en otras especies domeésticas, existe un requerimiento absoluto
de la progesterona para el mantenimiento de la gestacion en el ganado bovino. Se
ha reportado que la insuficiencia primaria del cuerpo lateo (CL) para sintesis de Py
causa ME (Whates, 1992). Al respecto, la insuficiencia litea se ha dividido en dos
categorias basicas: la primera categoria incluye al CL el cual tiene una vida media
corta (7-14 dias), y la segunda categoria incluye al CL de vida media normal pero
con una marcada disminucién en la secrecion de P4 (Gaverick y Smith 1986). De
esta forma, la vida del CL durante el periodo critico del reconocimiento materno de
la gestacion depende de las senales embrionarias para su mantenimiento.
Basicamente, la produccion del interferén Tau (IF-1) alrededor del dia 12 (Farin et
al., 1990) es esencial para llevar a cabo el mantenimiento de la gestacion, aunque
los mayores niveles del IF-1 se registran entre el dia 15 y 17. Sin embargo, se ha
reportado que algunas de las pérdidas embrionarias se deben a la incapacidad del
embrion para suprimir la cascada luteolitica durante el periodo critico del
reconocimiento materno de la gestacion (Thatcher et al., 2001).
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Por otro lado, una de las principales hormonas que intervienen en la
sintesis de la PGF3, es la oxitocina, la cual es medida para evaluar el efecto de su
administracion exogena sobre los porcentajes de gestacion, Lemaster et al. (1999)
aplicaron a partir del dia 5 hasta el dia 8 post-IA dosis comerciales de oxitocina y
observaron que los porcentajes de gestacion fueron del 33% en el grupo tratado,
mientras que en el grupo testigo fueron del 80%. Asi, suponen que las
concentraciones circulantes de esta hormona en etapas tempranas del desarrollo
embrionario estimularon la sintesis de la PGF,,, llevandose a cabo la lisis del CL y

por ende la muerte embrionaria temprana.

Agentes infecciosos

Vanroose et al. (2000) al realizar una revision de literatura sobre la ME vy las
interacciones embridon-patdbgenos senalaron que la atencion primaria de estas
pérdidas embrionarias esta enfocada hacia los agentes infecciosos especificos.
Debido a ello, las infecciones uterinas especificas son causadas principalmente
por virus, bacterias y protozoarios que ingresan al utero por la via hematégena o
vaginal. Estos agentes infecciosos pueden causar ME alterando el ambiente
uterino (endometritis), por medio de efectos sistémicos como viremias,
septicemias y toxemias o a través de un efecto citolitico directo sobre los
embriones. También se ha propuesto de forma simple que los patégenos
sistémicos al causar fiebre en etapas tempranas de la gestacién pueden conducir
a la ME como resultado de la desnaturalizacion en las proteinas embrionarias;
este mismo estado febril conlleva al estimulo en la liberacion de prostaglandinas
causando lutedlisis y la subsecuente pérdida de la gestaciéon (Christianson, 1992).

De esta forma, los virus son el grupo que mas afecta el desarrollo
embrionario temprano. En este grupo se hallan principalmente dos tipos: el virus
del herpes bovino tipo 1 (BHV-1) y el virus de la diarrea viral bovina (BVDV).
Bielanski et al. (1993) aislaron ambos tipos del liquido folicular, células de la

granulosa y zona pellcida, asimismo, estudiaron sus efectos in vitro durante la

20



fase pre y pos-eclosion de los embriones de la zona pelucida. Por el contrario,
Vanroose et al. (1999) aseguran que una vez llevado a cabo el proceso de la
fertilizacion, la barrera mas efectiva en contra de los virus es la zona pellcida, a
menos que esta ultima se altere debido a un ambiente uterino desfavorable.

La forma de replicacion viral en el ambiente uterino es similar en las células
embrionarias una vez que han eclosionado de la zona pellcida, provocando como
resultado muerte o dano en las funciones celulares. Basicamente la replicacion
viral dentro de las células produce dano cromosoémico, el cual induce a las células
embrionarias a una division retardada; este retraso en la division celular ocurre
principalmente durante el periodo critico de la organogénesis, afectando el

desarrollo normal del embrion (Vanroose et al., 2000).

Por otra parte, agentes bacterianos como Vibrio fetus veneralis (antes
Campylobacter fetus) y por el lado de los protozoarios Tritrichomonas foetus, se
han identificado como una de las causas de muerte embrionaria temprana, sin
embargo, en la actualidad con la aplicacién de bacterinas y el uso de la IA, el
riesgo de contagio ha disminuido (Zavy, 1994). Asimismo, enfermedades como
Brucelosis, Leptospirosis y Neosporosis aunque se encuentran ampliamente
distribuidas mundialmente y su importancia no solamente radica en las pérdidas
econdmicas de la produccion animal sino también como un riesgo en la salud
humana, sus principales dafos se han reportado basicamente como causas de
muerte fetal y abortos (Moen et al., 1998; Richtzenhain et al., 2002).

Estrés calérico

Las altas temperaturas ambientales durante los primeros meses de
gestacion también pueden tener efectos detrimentales sobre el embrién (DelaSota,
1998). Este efecto ha sido demostrado por Cavestany et al. (1985) quienes
observaron en vacas lecheras que los porcentajes de gestacion en la época de

calor tuvieron un rango inferior (20-30%) con respecto a la época de invierno.
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Posteriormente, Sartori et al. (2002) con el fin de evaluar el efecto del estrés
calorico sobre la calidad de los embriones recolectados y los indices de
fertilizacion realizaron dos experimentos, ambos en distintas épocas del ano. En la
primera fase (verano) compararon la respuesta entre dos grupos de animales;
vacas lactando y vaquillas, observando indices de fertilizaciéon de 55% versus
100%, respectivamente. En la segunda fase (invierno) compararon las respuesta
entre vacas lactando y vacas secas, observando indices de fertilizaciéon de 87.8%
versus 89.5%, respectivamente. De esta forma, aunque en el grupo de novillas se
observd un elevado indice de fertilizacién y asimismo en la calidad embriones
recolectados, la respuesta en el grupo de vacas lactando en la época de verano
fue significativamente inferior comparada con ambos grupos en la fase de invierno.
Asi, argumentaron que la reduccion en el porcentaje de fertilidad se debio a la
deficiencia del ovocito en el bloqueo de la poliespermia, causada por el estrés
caldrico que experimentaron las vacas lactando durante la época de verano. Otro
mecanismo propuesto por el cual el estrés calérico tiene un efecto indirecto sobre
los embriones se debe al incremento en la temperatura uterina; donde la irrigacion
sanguinea se aleja del utero hacia la circulacion periférica en un intento por
mantener la temperatura corporal, lo que produce una reduccion en el aporte de
nutrientes hacia el embrién y por consiguiente compromete su viabilidad (Dziuk,
1992).

El efecto del estrés caldrico sobre los embriones también ha sido estudiado
in vitro. Asi, Hernandez-Cerén et al. (2004) expusieron embriones de la raza
Angus (B. taurus), Brahmam y Romosinuano (B. indicus) a cambios bruscos de
temperatura, donde inicialmente los embriones fueron cultivados a 38.5°C,
posteriormente el grupo experimental se expuso a un choque térmico de 41°C
durante cuatro horas. De esta forma, observaron que no existia un efecto
significativo entre las razas antes mencionadas y el desarrollo embrionario cuando
la temperatura se mantuvo a 38.5°C. Sin embargo, exponiendo a los embriones a
un choque térmico de 41°C observaron que el desarrollo embrionario de la raza

Angus disminuy6 en comparacién con los embriones B. indicus, atribuyendo que el
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proceso de adaptacion al medio ambiente caluroso de las razas Brahman y
Romosinuano se debe en ambos casos a la seleccion de genes que controlan la

termotolerancia a nivel celular.

2.2.2. Muerte embrionaria tardia

Considerando la clasificacion de muerte embrionaria realizada por Humblot
(2001), y mediante la aplicacion de la ultrasonografia de tiempo real en Ia
investigacion veterinaria es posible caracterizar el patréon y los porcentajes de
muerte embrionaria tardia en el ganado bovino. Bajo condiciones de campo el
diagnostico de gestacion ha sido realizado de forma rapida y precisa en el dia 26
post-IA, donde su importancia fundamental se basa en comprobar la viabilidad de
los embriones mediante la deteccion del latido cardiaco (Curran et al., 1986
Kastelic et al., 1991). Una vez realizado el diagnostico precoz de gestacion y
asimismo confirmando la viabilidad de los embriones, el estudio de la muerte
embrionaria tardia ha sido caracterizado mediante ultrasonografia en diversos
estudios. Por ejemplo, a partir de las primeras investigaciones realizadas en
novillas por Pierson y Ginther (1984) para estudiar el desarrollo embrionario, se
observé la muerte embrionaria en dos ocasiones, ambas en el dia 36 post-IA y
posteriormente en el dia 37 reportaron |la posible expulsién del producto al no ser
observado durante los subsiguientes monitoreos. Mas tarde, Chaffaux et al. (1986)
al realizar el diagnostico precoz de gestacion y monitoreo de la muerte
embrionaria en un grupo de vacas lecheras, reportaron un 23% de ME en
embriones que previamente habian sido confirmados como viables con base en la
observacion del latido cardiaco, estas pérdidas ocurrieron entre los dias 35 y 44
post-IA, sin embargo no se reporté cual fue el destino de tales embriones. Para
determinar cual es el destino final del cuerpo luteo y de los embriones una vez que
estos ultimos experimentan muerte embrionaria, Kastelic y Ginther (1989)
aplicaron PGF, a dos grupos de novillas, un grupo en el dia 24 y otro en el dia 42

post-lIA, y mediante el monitoreo ultrasonografico caracterizaron los resultados.
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Los investigadores observaron que la muerte embrionaria ocurrié dos dias
después de la administracion de la PGF,,, asimismo, los embriones sufrieron
minima degeneracion tisular, sin embargo, la expulsion del producto por la via
vaginal ocurrid6 en promedio 4 y 7 dias después del tratamiento en el grupos
tratados al dia 24 y 42 post-1A, respectivamente. De la misma forma, la regresion
del CL se llevo a cabo dentro de los tres dias subsiguientes a la administracion de
la PGF,, y el tiempo en el que ocurrid la muerte embrionaria. Posteriormente,
Kastelic et al. (1991) confirmarian estos hallazgos agregando a la investigacion el
analisis de los niveles plasmaticos de P4 para confirmar el diagnostico de

gestacion y la posterior muerte embrionaria.

Factores genéticos

Otro desorden genético que también esta implicado con la muerte
embrionaria es la deficiencia de uridin-5-monofosfato sintetasa (UMP), esta
enzima es responsable de la sintesis de novo de los nucleétidos de pirimidina
necesarios para la construccion de moléculas de ADN y ARN (Shanks y Robinson,
1989). Posteriormente, en el dia 35 de gestacion, Shanks et al. (1992) evaluaron
embriones homocigéticos recesivos para este desorden y observaron que estos
ultimos producian cantidades inferiores de UMP comparados con embriones
heterocigoticos, por ultimo demostraron que los embriones homocigéticos pueden
desarrollarse en etapas tempranas, pero mueren aproximadamente antes del dia

40 de gestacion.

Alteraciones endocrinas

Un hallazgo interesante ha sido el reportado por Shore et al. (1998), los
cuales disefaron un experimento para evaluar si las concentraciones periféricas

de estrogenos (E2) al momento de la |A tenian algun efecto sobre la viabilidad de

los embriones. De esta forma, estimulando los niveles plasmaticos de E, por
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medio de la dieta en un grupo de vacas observaron en estas ultimas que las
concentraciones periféricas de esta hormona fueron significativamente mayores
comparadas con los grupos testigo, posteriormente, al confirmar el diagnostico de
gestacion mediante ultrasonografia en el dia 21 post-lA encontraron que las vacas
con niveles elevados de E; tuvieron un rango de 24 a 29% de muerte embrionaria
versus los grupos testigo donde observaron un 14%. Asi, concluyeron que las
concentraciones elevadas de E; al momento de la |A tuvieron una relacion directa
con la mortalidad embrionaria observada, sin embargo, el mecanismo por el cual

los E; ejercen este efecto no fue descrito.
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CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

La investigacion consistio en el monitoreo de los embriones mediante
ultrasonografia a partir del dia 20 hasta el dia 40 post-IA en ganado bovino del
tropico humedo. El propédsito de cada monitoreo fue medir de forma longitudinal y
transversal el desarrollo del embrion y determinar las caracteristicas que pueden
ser observadas mediante ultrasonografia para determinar el tiempo de gestacion.

El estudio se realizd en dos partes.

Localizacion

La primera parte se llevd a cabo durante la época de otofo en la finca “La
Balsa”, perteneciente al Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR), ubicada en
San Ramoén, provincia de Alajuela (10°25°N, latitud 84°, longitud 32 O). Esta area
esta situada a una altura de 75 metros sobre el nivel del mar, el clima de la region
es del tipo tropical himedo con una precipitacion media anual de 3096 mm,
temperatura promedio de 27.3°C y humedad relativa de 85.3% (Molina et al.,
2002).

La segunda parte se realizé durante la temporada de verano en el rancho
“La Soledad” perteneciente al Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en
Ganaderia Tropical (CEIEGT) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autonoma de México (FMVZ-UNAM), ubicada en el
estado de Veracruz (20°N y 97°0. El clima es de tipo calido humedo, precipitacion

media anual de 1840 mm y temperatura promedio de 23.4°C (Corro et al., 1999).
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Animales

Se utilizé un grupo de 137 hembras mayormente del tipo B. indicus con un
rango de edad entre 3 y 8 afos y un promedio de peso de 346.63 + 60.9 kg. En la

primera parte se sincronizaron 95 hembras y en la segunda 42.

Metodologia

Los animales fueron sincronizados mediante un implante auricular
subcutaneo de progesterona sintética (Norgestomet) aplicado durante 9 dias, una
vez retirado el implante se administrd6 una inyeccidn por via intramuscular de
Valerato de Estradiol (Crestar; Laboratorios Intervet, México). Posteriormente
todas las hembras fueron inseminadas artificialmente a tiempo fijo 48 y 72 horas
después de retirado el implante.

El diagnéstico de gestacion fue realizado por via transrectal cada segundo
dia a partir del dia 20 hasta el dia 40 post-IA, utilizando para este propésito un
equipo Aloka SSD-500 Microplus con un transductor lineal de 7.5 MHz. La
exploracion del utero por medio de la ultrasonografia se realizé6 de acuerdo a la
técnica propuesta por Pierson et al. (1988). Asimismo, el examen de cada hembra
se registro en formato VHS para observar y analizar con detalle las estructuras
embrionarias y caracterizar la muerte embrionaria.

En el presente estudio, se definié como precision a la capacidad de detectar
que porcentaje de las vesiculas embrionarias y embriones pueden ser observados
mediante el equipo ultrasonografico en el total de los animales.

Durante el monitoreo ultrasonografico las variables registradas fueron la
mediciéon (cm) del eje longitudinal y transversal del embrién, la longitud de la
vesicula embrionaria y el latido cardiaco (presencia o ausencia). Para comparar
las posibles diferencias entre los valores de las mediciones del embrion y los
diferentes dias del monitoreo se realizdé un analisis de varianza. Por otra parte, se

realizd la técnica de anadlisis de regresion lineal simple con el objetivo de
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corroborar la relacion existente entre la vesicula embrionaria, el desarrollo
longitudinal, transversal y la edad del embrién (Curran et al., 1986°). En promedio
se realizaron 24 monitoreos ultrasonograficos, teniendo como minimo y maximo
entre 12 y 39 observaciones cada segundo dia, respectivamente. Todos los
examenes fueron realizados por el mismo operador. Los criterios de exclusion
fueron para todas las hembras que repitieron celo post-IA, se encontrasen vacias
sin cuerpo luteo y también para aquellos animales en los cuales después de tres

monitoreos no fue posible detectar la vesicula embrionaria.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Del grupo inicial (n = 137) unicamente se utilizaron 50 hembras, en las
cuales se realizd un total de 267 observaciones, teniendo un promedio de 24
monitoreos ultrasonograficos realizados cada dos dias. El resto del grupo se
excluyé de acuerdo a los criterios planteados en el capitulo de materiales y
meétodos. En el dia 20 del primer monitoreo, 60% (12/20) de las hembras
examinadas presentaron una estructura no ecogénica con una longitud promedio
de 0.44 + 0.20 cm (Cuadro 1 y 2). Sdélo 66.6% (8/12) de las primeras vesiculas
observadas exhibieron una estructura ecogénica presumiblemente embrionaria
con longitud promedio de 0.20 + 0.07 cm y midiendo de forma transversal 0.07 +
0.02 cm, que mediante el posterior seguimiento se precisé como un embrion. En el
dia 24 se detecté el latido cardiaco en 50% (9/18) de los embriones observados,
posteriormente en el dia 26 la precision fue del 100% en todos los embriones y asi
continud hasta el final de la investigacion. En este dia (26), la vesicula embrionaria
midi6 en promedio 0.95 + 0.30 cm, el embridbn midi6 en promedio de forma
longitudinal y transversal 0.44 + 0.12 cm y 0.14 + 0.06 cm, respectivamente. Al
final del monitoreo (dia 40), el diametro promedio de la vesicula alcanz6 2.49 +
0.36 cm (Fig. 1), el embrion midié en promedio longitudinalmente 1.92 + 0.24 cm
(Fig. 2) y de forma transversal 0.85 + 0.11 cm (Fig. 3).

Con respecto a la deteccion de la muerte embrionaria, entre los dias 30-36
del monitoreo se observé la muerte de tres embriones con dos dias de diferencia
entre cada uno, siendo la ausencia del latido cardiaco la caracteristica que
determin6 dicho evento, asimismo, se observo degeneracion progresiva del tejido
embrionario. De la misma forma, al realizar el diagnéstico de la muerte
embrionaria, las dimensiones de la vesicula embrionaria disminuyeron

considerablemente hasta el final del monitoreo. Durante los subsiguientes
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monitoreos se caracterizé la curva de muerte embrionaria en los respectivos
embriones comparada con el desarrollo promedio de los embriones viables (Fig. 4,
5y6).
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CAPITULO 5
DISCUSION

En el presente estudio, el tamafo promedio de las vesiculas embrionarias a
partir del dia 20 fue de 0.44 + 0.20 cm, siendo similares a los hallazgos de Curran
et al. (1986°), donde las dimensiones de las vesiculas fueron de 0.54 + 0.06 cm.
En contraste, los datos de Curran et al. (1986°) difieren en el tamarfio longitudinal
del embridn al dia 20, ya que reportan una longitud promedio de 0.38 + 0.03 cm
en comparacion con la presente investigacion, donde la longitud promedio del
embrion fue de 0.20 + 0.07 cm. Asimismo, Totey et al. (1991) reportaron un indice
de crecimiento significativamente superior, donde el embriéon tuvo una longitud
promedio de 0.45 + 0.08 cm. Asi, de acuerdo a nuestras observaciones un
embrion de 20 dias de gestacion no puede ubicarse dentro de la escala de
crecimiento de Curran et al. (1986°) y Totey et al. (1991) debido a las obvias
diferencias en la longitud de los embriones. Probablemente, el tipo de transductor
utilizado en nuestra investigacion proporcion6 la diferencia en las dimensiones
embrionarias, ya que en los estudios antes mencionadas su utilizaron
transductores de 3.5 y 5.0 MHz en comparacion con el transductor utilizado en la
presente investigacion, donde la capacidad del transductor fue de 7.5 MHz, el cual
proporciona mayor definicion y detalle en las imagenes emitidas. De la misma
forma, el aparente lento desarrollo embrionario puede estar relacionado con los
hallazgos observados por Hernandez-Ceroén et al. (2004), quienes publicaron que
los embriones sometidos al estrés caldrico presentaban retraso en su desarrollo
comparados con los embriones cultivados en temperaturas éptimas.

De forma cronoldgica, otro hallazgo interesante fue la precision para
detectar el latido cardiaco, que es el indicador especifico en la viabilidad de los
embriones (Kastelic y Ginther, 1989). Segun Pierson y Ginther (1984) el latido
cardiaco fue observado entre los dias 26-29 de gestacion y la longitud promedio

del embrion fue de 0.10 cm en el dia 26 post-IA. No obstante, existe controversia
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en la literatura sobre este tema, pues mientras un grupo informa una precision del
100% al dia 22 de gestacion (Kastelic et al. 1989), Totey et al. (1991) detectaron
escasamente un 26% en el mismo dia. En el presente estudio, el latido cardiaco
fue observado en 50% (9/18) de los embriones a partir del dia 24 de gestacion, y
en el dia 26 la precision se incrementd al 100%. En contraste, bajo nuestras
condiciones experimentales detectar el latido cardiaco con precision al dia 22 post-
IA desafortunadamente fue muy dificil versus lo reportado por Curran et al. (1986°)
y Kastelic et al. (1989), debido probablemente al mayor tamafio de las estructuras
anatomicas que estos ultimos investigadores registraron. Posteriormente, entre el
dia 30 y 40 de gestacion la curva de desarrollo embrionario se comportd de forma
similar a lo reportado por Pierson y Ginther (1984), Curran et al. (1986°) y Totey et
al. (1991) donde el tamano longitudinal de los embriones en el dia 40 fue de
aproximadamente 2.00 cm, cifras semejantes a la longitud promedio del presente
estudio (1.92 £ 0.24 cm).

Por lo tanto, se puede concluir en cuanto a las dimensiones de los
embriones del ganado B. indicus mantenido bajo las condiciones del tropico que la
velocidad de crecimiento difiere al menos entre los dias 20 y 30 de gestacion
comparado con el ganado B. taurus, el cual presenta un indice de crecimiento
mayor.

La gran mayoria de las investigaciones realizadas para caracterizar el
desarrollo y la muerte embrionaria giran alrededor de algunas publicaciones en las
cuales utilizaron basicamente ganado de la raza Holstein mantenido bajo
condiciones de clima templado. Por otra parte, diversos estudios como ya fue
indicado, han demostrado que los embriones sometidos al estrés calorico en
condiciones in vivo (Putney et al., 1988) e in vitro (Paula-Lopes et al., 2003;
Hernandez-Cerén et al., 2004) presentan anormalidades y retraso en su desarrollo
debido al choque térmico que experimentan a nivel celular. En nuestra
investigacion, el desarrollo de los embriones fue evidentemente lento comparado
con los estudios realizados en ganado de la raza Holstein; particularmente durante

el periodo comprendido entre los dias 20-30 de gestacion. Este retraso en el
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desarrollo fue compensado a partir de este ultimo periodo hasta el dia 40 de
gestacion, donde el indice del desarrollo embrionario fue similar. Queda por ser
demostrado si este lento desarrollo es un reflejo del retraso en el crecimiento
observado a partir del dia 4 post-IA, en embriones que fueron sometidos a estrés
calorico (Hernandez-Cerén et al.,, 2004), o es una situacion normal para este tipo
de ganado. Sea cual fuese el caso, el desarrollo de los embriones de tipo Cebu
comparado con los embriones Holstein merece mayor investigacion. Asimismo, es
necesario conocer si la escala de crecimiento observada en el presente estudio
puede ser validada en otras investigaciones con diferentes operadores y animales
criados bajo las condiciones del tropico hiumedo. Por ejemplo, O'Rourke et al.
(1991) al comparar la velocidad de crecimiento fetal del ganado B. indicus versus
el ganado B. taurus en vacas mantenidas bajos condiciones extensivas de
pastoreo en el tropico, demostraron que no existia ningun efecto significativo entre
la edad y raza de la vaca asi como tambiéen en el sexo fetal de ambas razas al
estimar su crecimiento anatomico. Sin embargo, reportaron que la velocidad del
crecimiento fetal en el ganado B. taurus fue superior al menos durante el primer
trimestre de gestacion comparado con los fetos del genotipo B. indicus. Es asi,
como las investigaciones realizadas a nivel embrionario y fetal y con base en
nuestros hallazgos obtenidos nos hace suponer que existe diferencia en la
velocidad de crecimiento del ganado B. indicus debido principalmente a dos
factores. El primero de ellos se debe a las condiciones ambientales donde se
encuentra distribuido este tipo de ganado, donde ya ha sido demostrado
ampliamente tanto in vivo como in vitro que el estrés calorico retrasa el desarrollo
y la calidad de los embriones (Ryan et al., 1993; Hernandez-Cerdn et al., 2004).
En segundo lugar, se ha documentado ampliamente que el ganado B. taurus
presenta un indice de crecimiento fisiolégico notablemente superior versus el
ganado B. indicus, esto debido simplemente a las caracteristicas genéticas de
cada especie (Chenoweth, 1994; McDowell et al., 1996).



En cuanto a las dimensiones de la vesicula embrionaria, estas fueron
irregulares durante todo el monitoreo, probablemente por no ser una estructura
totalmente solida se encuentra sujeta a los cambios de forma debido a la
manipulacion de los cuernos uterinos. De tal forma, al realizar el estudio del
desarrollo embrionario Badtram et al. (1991) aseguran que al controlar factores
como son el tipo de transductor utilizado, experiencia del técnico, tiempo de
gestacion y edad de los animales examinados, las discrepancias entre los
resultados obtenidos deberian de ser minimas. Con base en ello, recomendamos
realizar un mayor numero de investigaciones en ganado B. indicus para
estandarizar la curva de desarrollo embrionario y de esta forma disminuir el
posible efecto derivado de la edad de la vaca, tipo de transductor utilizado e
inclusive el operador que realice el monitoreo ultrasonografico.

Con respecto a la muerte embrionaria, durante nuestra investigacion
ocurrieron tres casos entre los dias 30-36 del monitoreo con dos dias de diferencia
entre cada uno. Considerando que durante el monitoreo se confirmé un total de 50
(100%) embriones viables y solo 3 pérdidas embrionarias de ese total; es obvio
estimar que el porcentaje de muerte embrionaria fue del 6%. De forma similar, la
mortalidad embrionaria ha sido observada por Pierson y Ginther {1984), Chaffaux
et al. (1986), Kastelic et al. (1991) y Gregory et al. (1996) dentro de este mismo
periodo, sin embargo, los investigadores publicaron indices que variaron de 13.3%
a 24% de muerte embrionaria, siendo este Gltimo porcentaje cuatro veces mayor
que los hallazgos realizados en la presente investigacion. Probablemente, los
indices de muerte embrionaria pueden variar de acuerdo a la época del afo en
que es realizado el estudio, por ejemplo, Gregory et al. (1996) observaron un
mayor porcentaje de muerte embrionaria cuando el monitoreo fue realizado en la
época de primavera-verano, comparado con los hallazgos observados en la época
de otono-invierno, donde los porcentajes de muerte embrionaria fueron de 18% y
9.4%, respectivamente. En el presente estudio, el indice de 6% en la muerte

embrionaria se observé cuando el estudio se realizé a principios de verano, siendo
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este porcentaje tres veces menor a lo observado por Gregory et al. (1996) durante
la época de primavera-verano. Al respecto, las investigaciones realizadas bajo las
condiciones del tropico humedo con ganado Cebl sefalan que los mayores
indices de fertilidad se obtienen cuando la temporada de empadre se realiza
durante la época de primavera-verano, ya que la disponibilidad de forrajes
naturales favorecen el estado nutricional de los animales y por consiguiente su
capacidad reproductiva (Chenoweth, 1994).

Las pérdidas embrionarias se caracterizaron por la degeneracion gradual
del tejido, acompanado de la rapida disminucion en el tamano de la vesicula
embrionaria, asimismo, se observo la regresion del tejido luteo a partir de la
muerte embrionaria. Investigaciones realizadas para caracterizar el destino final
del embrién y cuerpo luteo una vez que estos experimentan muerte embrionaria,
senalan caracteristicas muy similares a lo reportado en el presente estudio. Sin
embargo, la expulsién o el aborto del producto reportado por Kastelic et al. (1989)
y Kastelic et al. (1991) dentro de los cuatro y siete dias después de haber sido
diagnosticada la muerte embrionaria, difiere en cuanto a nuestra investigacion, ya
que al detectar nuestra primera pérdida embrionaria (dia 32) continuamos
localizando al embrién dentro del Gtero hasta el final del monitoreo. Por tal motivo,
seria muy aventurado estipular que la expulsion ocurrié en los subsiguientes dias
ya que no contamos con un registro posterior debido a que una vez finalizado el
estudio en el dia 40 de gestacion nos retiramos de las instalaciones.

Es preciso recordar que el diagnostico precoz de gestacion a través de la
ultrasonografia per se no incrementa los indices de muerte embrionaria, por el
contrario, ha demostrado ser una herramienta practica de manejo que ayuda a
identificar de forma rapida y precisa animales no gestantes, asi. f:omo también la
proporcién de pérdidas embrionarias (Boyd et al., 1988; Ball y Logue, 1994, Baxter
y Ward, 1997).
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En conclusion, la ultrasonografia continta siendo una valiosa herramienta
para el diagnostico precoz de gestacion y el estudio del desarrollo embrionario. En
nuestra investigacion la deteccidén de un embrion propiamente dicho solo es
posible con 100% de confianza a partir del dia 24 post-lIA. Asimismo, en el dia 26
de gestacion el diagnostico tiene un valor agregado, ya que es posible observar la
presencia del latido cardiaco, siendo esta la caracteristica que determina
finalmente la viabilidad de los embriones. Por lo que utilizar el equipo
ultrasonografico antes de este periodo no parece ser un método recomendable
para confirmar animales gestantes, pues como ya quedo indicado la eficiencia en
el presente estudio fue de 66.6% en el dia 20 y del 100% en el dia 24 post-IA.
Otro hallazgo interesante observado en la presente investigacion fue la diferencia
que existio entre el desarrollo embrionario del ganado Cebu y indice de
crecimiento reportado en ganado Holstein. Por tal motivo, opinamos que al utilizar
la curva de crecimiento del ganado Holstein para extrapolarla al estudio del

ganado Cebu pudiera provocar errores en su aplicacion.

La escala de desarrollo embrionario entre los dias 20 y 40 de gestacion en
ganado Cebu criado bajo las condiciones del tropico podra facilitar el estudio de la
muerte embrionaria, asimismo, podria ayudar a evaluar el comportamiento
reproductivo de sementales utilizados en programas cortos de monta natural o en
sistemas combinados; ya sea de IA y posteriormente monta natural, e incluso en
programas rotativos con sementales. Por tal motivo, en el ganado Cebu criado
bajo las condiciones del trépico himedo es necesario seguir caracterizando la
curva de desarrollo embrionario con el fin de establecer un patrén de crecimiento

exacto que sea de utilidad en los programas reproductivos.
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CAPITULO 7
CUADROS Y FIGURAS
Cuadro 1. Dias del desarrollo embrionario en ganado bovino (B. indicus) del

tropico humedo donde se observa la precision para detectar la vesicula

embrionaria (Ve), el embrion (E) y el latido cardiaco (Lc).

No. de
Dia pos-IA _ Ve E L¢
monitoreos
12/20 8/12
20 20 .
(60%) (66.6%)
21/30 18/21
22 30 -
(70%) (85.7%)
18/18 18/18 9/18
24 18
(100%) (100%) 50%
28/28 28/28 28/28
26 28
(100%) (100%) 100%

50



Cuadro 2. Escala de crecimiento embrionario entre el dia 20 y 40 de gestacion en
ganado B. indicus criado bajo las condiciones del tropico humedo. En promedio 24

observaciones para cada dia.

Embi;ms'm 20" 22+ 24* 26* 28* 30*

Vesiails 0.44$0.21 0.61#0.19 0.95:0.31 1.12:0.34 1.62:t0.64  1.80:0.84
Longitudinal 0.20+0.07 0.30+£0.08 0.44+x0.12 0.61x0.13 0.86%0.34 1.0620.42
Transversal 0.07+0.03 0.09+£0.03 0.15+x0.06 0.22%+0.08 0.37+0.18 0.50+0.24
Embr;’f e 32* 34 36* 38* 40*

Vesicula 129029  1.53£0.31  1.82t0.38 2032036  2.50£0.36
i onaftudingl 1.030.30  1.24+025  1.50£0.22  1.68%0.22  1.9240.24
TrArevatsal 0.41£013  0.54:0.12  0.66:0.14  0.71#0.12  0.85:0.12

* Datos numeéricos expresados en centimetros.
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Figura 1. Relacion existente entre el incremento en el tamafio de la vesicula
embrionaria y los dias del monitoreo ultrasonografico en ganado bovino del tropico
himedo. Literales diferentes expresan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

52



y =0.1745x - 0.0313
R?=0.9773

b
o
o

s
(&)
o

1.00 -

0.50

Embrién longitudinal (cm)

000 T T T = T T T T
' 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

| Dias de Gestacion

Figura 2. Desarrollo embrionario longitudinal entre el dia 20 y 40 de gestacién en
ganado B. indicus del tropico humedo. Literales diferentes expresan diferencia

estadistica significativa (P<0.05).
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Figura 3. Desarrollo embrionario transversal en ganado B. indicus del tropico

humedo. Literales diferentes expresan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Figura 4. Desarrollo promedio de la vesicula embrionaria en comparacioén con tres

casos de muerte embrionaria ocurrida entre los dias 30-36 de gestacion.
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FlGUh_A 5 Curva de desarrollo embrionario longitudinal promedio comparada con

casos de muerte embrionaria en ganado B. indicus.
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FIGURA 6

Embrion Transversal (cm)

0.9
0.8

0.7 +

0.6

0.5 1

0.4
0.3

0.2 +

0.1

| —a— Embrion 1|

| ia Embrion 2|
|=-e-—Embrion 3 ||
| —=— Promedio ||

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Dias de Gestacion

. Curva de desarrollo embrionario trasversal promedio comparada con

casos de muerte embrionaria en ganado B. indicus.
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