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RESUMEN

En el Ecuador, el precio que se paga por litro de leche de vaca a los pequefios y medianos
productores es muy bajo, no existiendo concordancia con los costos elevados para producir un
litro de leche. En humanos el bajo consumo de leche bovina se ha relacionado con problemas
gastricos y autoinmunes asociados al consumo de leche en algunas personas. La mayoria de los
supuestos riesgos de la B-caseina Al provienen de un subproducto de su digestion “la beta-
casomorfina-7 (BCM?7)”. Hoy en dia consumir una leche con la B-caseina A2A2, podria ser una
alternativa importante para aquellos individuos con alergias e intolerancia a la lactosa y a la
leche Al. Para el experimento se seleccionaron y genotiparon 4 vacas de la raza jersey; 3 vacas
presentaron el genotipo de la B-caseina A1A2 y 1 vaca con el genotipo A1A1. Se uso material
genético de macho (toro Tipper de STgenetics con el gen de la de la B-caseina A2A2
homocigoto). Mediante el uso de herramientas biotecnoldgicas se aplicd el protocolo de
superovulacién convencional en las vacas portadoras del genotipo A2A2, y se realizo la
inseminacién correspondiente a cada donadora. La colecta de los embriones se realizo, el dia
15 del protocolo de superovulacién mediante colecta del circuito cerrado con flujo discontinuo;
se recuperaron los embriones y se valor6 morfoldégicamente, su estadio de desarrollo y su
calidad. Se obtuvieron 6 embriones viables de los cuales, se le realizo una biopsia y se trabajé
con células del trofoblasto para la prueba gPCR de la B-caseina, obteniendo el 33% (2) de
embriones son portadores del gen de la de la B-caseina A2A2 y el 66% (4) de embriones
portadores del gen A1A2. Por tanto, se sugiere que es posible la multiplicacion acelerada del
Gen A2A2. Demostrando asi, que se puede reducir el intervalo generacional para obtener
animales productores de leche con B-caseina A2A2, mediante la aplicacion de superovulacion

de vacas genotipadas y obtencion de embriones A2A2 para ser transferidos a receptoras.

PALABRAS CLAVES: A2A2, bovinos, genes, leche, transferencia de embriones.
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ABSTRACT

In Ecuador, the price paid for a milk liter to the major part of the small and medium producers
of cow milk is too low, there is no concordance with the elevated cost of producing a liter of
milk. In humans the low ingest of bovine milk has been related to gastric and autoimmune
problems associated to the consume of milk in some people. The major part of the supposed 3
-casein risks come from a sub product of its digestion “beta-casomorphin-7(BCM7)”.
Nowadays the ingest of milk with A2A2 [-casein, can be an alternative for those individuals
with allergies and milk Al and lactose intolerance. For the experiment They were selected and
genotyped 4 Jersey cows; three of them presented the genotype with the A1A2 beta casein, and
one with A1A. It was used genetic material from a male (A Tipper bull from STgenetics with
the gen of the A2A2 beta casein homozygous). Through the use of biotechnological tools, the
superovulation protocol was applied in the cows which carried the A2A2 genotype, and it was
performed the correspondent insemination to the donator. The embryo collect is performed on
the day 15 of the superovulation protocol, through the methodology of the close circuit with
discontinued flood; the embryos were recovered and morphologically valued, as well as their
development stage and their quality. As the result, they were obtained six viable embryo, it was
done a biopsy and it was worked with trophoblast cells for the qPCR test from the  -casein,
obtaining as a result the 33% (2) embryos are carriers of the A2A2 beta casein gen and the 66%
(4) embryos are carriers of the A1A2 gen. Therefore, it is suggested that is possible the
accelerated multiplication of the A2A2 Gen. Proving that the time for obtaining milk producers
animals with the A2A2 beta casein can be shortened through the application of superovulation

of the genotyped cows and A2A2 embryo obtention to be transferred to receptors.

Keywords: A2A2, bovines, genes, milk, embryo transfer.
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2. JUSTIFICACION

La industria alimentaria en la actualidad busca mejorar la composicion y calidad de los
productos obtenidos de la leche de vaca, puesto que es lo que demanda el consumidor (1), La
leche de bovinos contiene 3 tipos de caseina: alfa, beta y kappa. La beta puede ser Al, A2, B,
Cy A3. La Al y A2 son variantes genéticas de la proteina beta caseina de la leche que varian

por un aminoacido (2).

Hace miles de afios aparecid una mutacion en la raza Bos taurus que cambid la proteina presente
en la leche de vaca, que en su origen contenia la B-caseina A2, que en la actualidad se la
considera como poco alergénica en comparacion con la variante de la beta caseina Al, que es
la que ocasiona problemas gastrointestinales en personas diagnosticadas como intolerantes a la

lactosa (3).

Desde el afio 2002 se esta trabajando en realizar estudios para determinar las ventajas con la
leche con B-caseina A2, ya que, se considera poco alergénica en comparacion con la variante
Al (4) por lo tanto se puede entender que la leche A2 tiene efecto positivo en la salud y evita
el riesgo de muchas enfermedades.

En diferentes paises ya se esta seleccionando vacas que producen leche con la variante con f3-
caseina A2A2 y en el Ecuador no debe ser la excepcion de la implementacion de un programa

de mejoramiento genético enfocado en la produccion de leche con esta particularidad (5).

El precio del litro de leche que se paga al productor podria incrementar en el Ecuador, si la
poblacién incrementa el consumo de leche. Pero en el pais el 70,3 % se considera que presentan
intolerancia a la lactosa (6) pero si se considera la importancia de la B-caseina A2A2 que es

mas digestible (7), se puede alcanzar mejor precio para el productor.

Actualmente, la industria lactea en paises como Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos
venden mas del 10% de esta leche y pagan al productor por el litro de leche con B-caseina

A2A2, aproximadamente el 12% extra del precio oficial establecido (8).

De ahi la necesidad de producir leche que contenga la B-caseina A2A2, mediante la seleccién
de reproductores que tengan el tipo A2A2. Pero para que un hato se convierta a este genotipo
necesita de siete generaciones antes de llegar al 99% de hembras (9). No obstante, al emplear

la superovulacion y transferencia de embriones de las vacas con el genotipo A2A2 (donadoras),



en vacas con el genotipo A1A1 o A1A2 (receptoras), es posible que la siguiente generacion de
individuos sean el 100% A2A2 (10).

3. BENEFICIARIOS

3.1 Directos:

e Investigador principal del proyecto, requisito previo a la obtencion del titulo de médico

veterinario
3.2 Indirectos:

e Propietario de hacienda.

e Ganaderos que representan en el pais aproximadamente 280.709 personas.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En el Ecuador, el precio que se paga a la mayoria de los pequefios y medianos productores de
leche de vaca es insostenible, una de las causas del bajo precio es que en el pais se produce mas
de lo que se consume, el bajo consumo de leche y sus derivados (11) en la poblacion ecuatoriana
podria estar relacionado en parte por la falta de expresion de genes responsables de la digestion

de la leche de vaca.

La indigestion de la leche se ha tratado ya desde el punto de absorcion del carbohidrato de la
leche, la intolerancia a la lactosa, a partir de afiadir la enzima lactasa a la leche, no obstante, se
ha demostrado que la indigestion también es ocasionada por una de las proteinas de la leche, la

B-caseina, de la cual los tipos més frecuentes son A1AL, A1A2 y A2A2 (5).

La variante Al se considera que estd asociada con intolerancia a la leche y con algunos
problemas gastrointestinales (12) el tipo mas facil de digerir y por tanto el tipo de leche que

mayor cantidad de personas puede consumir y en mayores cantidades es el A2A2 (6).

La mayoria de los programas de mejora genética de vacas de leche en paises desarrollados

seleccionan animales con la B-caseina A2A2 (8).

La demanda de leche A2 es considerada como una oportunidad a mediano plazo por el aumento
de la poblacion, el disponer de bovinos A2 a mediano plazo puede significar estar preparados
ante una posible demanda, asegurando la recogida y venta de la leche, que en la actualidad es

un problema ya que no se realiza los pagos del producto (5).

En consecuencia, han conseguido que la mayoria de las vacas produzcan leche con B-caseina
A2A2, sin embargo, esto ha conllevado alrededor de seis generaciones que va incluso de 8 a 15
afios de trabajo (10,13).



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Acelerar la obtencion del genotipo A2A2 del gen de la beta caseina de la leche mediante
superovulacién y obtencién de embriones en la HACIENDA LA ESPERANZA.

5.2 Objetivos especificos

> |dentificar el genotipo de la B-caseina de la leche de los bovinos de la hacienda La

Esperanza mediante gPCR.

> Realizar superovulacion en base al uso de Folltropin-V en forma degradante en las vacas

que tengan el genotipo A2A2 del gen de la B-caseina de la leche.

> Comprobar que los embriones, resultado de la investigacion contengan el genotipo

A2A2 del gen de la B-caseina.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

Tabla 1 Actividades y sistemas de tareas en relacion a los objetivos planteados.

Descripcion de la
actividad (técnicas e
instrumentos)

Resultado de la

Objetivo 1 Actividad o
actividad

Genotipos de animales

seleccionados en base a Resultados de

registros de la Hacienda | laboratorio (Anexo 5)
la Esperanza

Genotipificacion del
gen de la B-caseina
mediante gPCR

Descripcién de la
Resultado de la P

Objetivo 2 Actividad o actividad (técnicas e
actividad :
instrumentos)
Aplicacion de .
P Fotografias del
protocolo hormonal . . .
Embriones recuperados | trabajo realizado en
para super campo (Anexo 7y 8)
ovulacién y
Descripcion de la
. . Resultado de la . o
Objetivo 3 Actividad - actividad (técnicas e
actividad )
instrumentos)
Aplicacion de
técnicas de Obtencién de liquido Resultados de
genotipificacion en | amnidtico para su analisis | Laboratorio (Anexo
embriones en el Laboratorio 6)

recolectados

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Propia



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Actualidad de bovinos en Ecuador

En el Ecuador el ganado vacuno lidera el sector pecuario con un total de 4,07 millones de
cabezas a nivel nacional. De los cuales se encuentra distribuido; sierra con el 51,9%, la region

costa con el 39,1% y la region de la Amazonia con el | 8,9% (14).
7.2 Produccion de leche de bovinos en Ecuador

La produccion diaria de leche a nivel nacional fue de 5,70 millones de litros para el afio 2021.
La provincia de Pichincha produce el 17,99 % del total Nacional, La Sierra Ecuatoriana abarca
la mayor cantidad de produccion de leche a nivel nacional cerca del 79,5%, mientras que la
Costa ocupa el 16,3% y el Oriente el 4,03%. Segun el ESPAC 2022 (14).

7.3 Composicién de la leche de bovino

La leche proporciona nutrientes esenciales y es una fuente importante de energia, proteinas de
alta calidad y grasas (15). Ademas, puede contribuir considerablemente a la ingestion necesaria
de nutrientes como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina, vitamina B12 y el &cido

pantoténico (16).

Tabla 2. Composicion de la leche

Composicién %
Grasa 3-4
Proteinas 3-5
Lactosa 5
Agua 83

Fuente: FAO 2023

Elaboracion: Propia



7.4 Proteina de la leche de bovino

La concentracion de proteina en la leche es distinta en las diferentes especies domésticas, pero
de forma general se encuentra entre el 3% - 4%, siendo en la especie bovina la media alrededor
del 3,5% (17). Las proteinas de la leche se dividen en dos grandes grupos: las séricas, que
constituyen un 20% de la proteina total, y caseinas, que constituyen un 80% del total. Hay tres

tipos de caseinas (18):

e o -caseina. Tiene dos variedades, o S1 y a S2.
e [} -caseina.
e K -caseina.

Las proteinas séricas o del suero de la leche son(18):

e o-Lactoalbumina (a-LA)
e [-lactoglobulina (B-LG)

La leche de vaca posee proteinas como las caseinas y lactoglobulinas, que estan asociadas a
caracteristicas de produccién, el 75% de leche en el mundo tiene variantes genéticas con
caracteristicas no deseadas ocasionando un bajo consumo de leche de vaca (19). La leche de
vaca contiene las proteinas aS1-caseina, aS2-caseina y B-caseina, las cuales constituyen

aproximadamente el 70% del contenido proteico (20).

La B-caseina de los bovinos tiene diferentes formas o variantes (hasta ahora se han descrito 13),
siendo las mas importantes A1 y A2. Estas dos variantes se diferencian en s6lo un aminoéacido
(histidina por prolina en la posicion 67) de entre 209 que posee la proteina, producto de un

polimorfismo o variacion en la secuencia del gen CSN2, el cual codifica para -caseina (21).

Originalmente los bovinos y otros rumiantes tenian la variante A2, pero una mutacion exclusiva
en bovinos Bos Taurus generd la variante Al que se ha expandido dentro de las ganaderias

productoras de leche (21).

Lavariante Al, es mas hidrolizable que A2, es degradada por enzimas intestinales (ej. elastasa)
que rompen la B-caseina generando algunos péptidos, como la B-casomorfina 7, el cual tiene
actividad opioide y por tanto posibles efectos sobre los sistemas gastrointestinal, inmune y
cardiovascular (22).



La variante A2, tiene un aumento en el porcentaje de proteina incluyendo propiedades
reductoras del colesterol y triglicéridos en la leche, La B-caseina A2 se ha originado desde hace

mas de 10.000 afios y no se han identificado efectos negativos en la salud humana (20).

Sin embargo, hace mas de 10.000 afios, y antes de ser domesticadas, las vacas producian
Unicamente la proteina beta-caseina A2 y no la beta-caseina Al. Pero, hace unos 8.000 afios se
produjo una mutacion natural de un solo gen en los Holstein, lo que resultd en la produccion de

la proteina p-caseina Al en esta raza (23).
7.5 Factores que afectan en la composicion de la leche

La composicion de la leche es un factor que determina su valor nutricional y calidad industrial
que afecta directamente en la rentabilidad y competitividad en la produccion de leche (24). La
leche con mayor concentracion de sélidos, esencialmente proteina y grasa, aportan mas
nutrientes al consumidor y mejoran la capacidad de la leche para convertirla en productos
lacteos (25).

e Nutricion: Tipo y contenido de fibra

e Alimentacion: Cantidad y tipo de proteina en la dieta
e Estacionalidad y ambiente

e Estado de lactancia

e Genetica
7.6 Reproduccion en bovinos

La produccion de embriones in vitro es una biotecnologia reproductiva que tiene un gran
potencial como herramienta de mejora genética, ya que permite un periodo intergeneracional

mas corto y aumenta la difusion del material genético en las granjas (26).

Ademas, los embriones bovinos se han utilizado como modelos para el estudio de procesos
metabolicos, genéticos y de desarrollo en embriones de otras especies, incluida la especie
humana (27).

Este potencial ha facilitado el uso generalizado y comercial de esta tecnologia durante la Gltima
década. La produccion de embriones in vitro incluye los pasos de recoleccion de 6vulos,
maduracion y fertilizacion, asi como el cultivo de embriones. Esta es una biotecnologia
utilizada alternativamente para acelerar la produccion de animales genéticamente superiores y

para prevenir la respiracion folicular in vivo (28).



10

7.7 Biotecnologias reproductivas

El répido crecimiento tecnolégico y la globalizacion no son desarrolladas plenamente en los
paises en desarrollo, como en la mayoria de los paises Latinoamericanos (29). En el desarrollo
de la biotecnologia dirigida a la proteccion y conservacion de las especies animales y vegetales,
las biotecnologias promueven el uso sostenible y la conservacion de la diversidad natural. Esto
va acompafiado de beneficios econémicos, especialmente a nivel pecuario, ya que buscan
incrementar su productividad en respuesta a la creciente demanda de productos animales (carne
y leche) (30).

7.8 Criopreservacion

La criobiologia es una rama de la biologia cuyo principal objetivo es la conservacion de células
vivas a bajas temperaturas para detener los procesos de envejecimiento y degeneracion celular
(31).

7.9 Criopreservacion de embriones.

Los embriones preimplantacionales constituyen una unidad biol6gica fascinante porque
contienen la informacién genética completa para el desarrollo de un animal adulto y pueden
conservar este conjunto de células indefinidamente mediante técnicas especiales de congelacion
y posterior almacenamiento. Estos métodos, que incluyen la criopreservacion, tienen como

objetivo mantener el embrién en estado flotante y detener todos los procesos bioldgicos (31).
7.10 Técnicas aplicadas en reproduccion de bovinos

En el ganado lechero intensivo, el sistema mas comin esta representado por las vacas, en las
cuales la reproduccidn se realiza por 1A con semen congelado después de la deteccidn del estro
natural o sincronizado (32). En este sistema, la seleccion intensa para la produccion de leche se
asocia con el aumento de problemas de fertilidad. La mayor parte de la fertilizacion se logra
mediante la reproduccién natural, que tiene un control muy bajo sobre la reproduccion, y los
tratamientos hormonales se utilizan en un nimero limitado de sistemas en los paises
desarrollados (27).

Las biotecnologias reproductivas (congelacion y transferencia de embriones, recuperacién de
ovocitos y/o fertilizacion in vitro después de la maduracion de los ovocitos) pueden usarse tanto

en ganado lechero como en ganado de carne e incluirse en esquemas de seleccion (33).
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7.11 Sincronizacion de celos en bovinos receptores

Los tratamientos hormonales para sincronizacion de celo permiten resultados més efectivos en
un protocolo de inseminacion artificial a término fijo (AITF). Tenemos nuestras propias
ventajas: mejora la rentabilidad de la explotacion y la organizacion de la reproduccion del
ganado, permite una deteccion del celo mas controlada, rapida, 6ptima y uniforme, acelera la
mejora genética de la explotacion; y permite programar entregas en los momentos deseados
(34). Los métodos mas comunes para sincronizar el calor en el ganado son: el uso de

prostaglandinas y el uso de un prostageno que imita un cuerpo artificial (35).
7.12 Superovulacion en bovinos donantes

La técnica de superovulacion (SOV) para la produccion e implantacion de embriones es una de
las biotecnologias més utilizadas en los programas de mejora genética ganadera. Sin embargo,
las tasas de formacion de embriones permanecieron relativamente estables a lo largo del tiempo,

en las razas lecheras de 6,2 embriones viables recolectados por donante (36).

La variabilidad en el tratamiento superovulacion sigue siendo un problema importante en los
programas comerciales de transferencia de embriones. Esto se debe a que la manipulacién de
la dindmica folicular para obtener varios foliculos dominantes, se realiza tradicionalmente a
través de la terapia hormonal que incluye derivados sintéticos de las hormonas: foliculo

estimulante, estrégenos y progestagenos (37).
7.13 Fecundacion in vitro

La fertilizacion in vitro (FIV) se utiliza para lograr la mejora genética en el ganado lechero,
embriones producidos in vitro y transferidos frescos permiten obtener tasas de prefiez del 60%

este, porcentaje se reduce al 43% cuando los embriones son vitrificados (38).

En condiciones de laboratorio, un espermatozoide se fusiona con el dvulo para formar un nuevo
individuo, lo que se denomina fertilizacion in vitro. Los embriones resultantes se depositan en
un medio liquido enriguecido con los nutrientes necesarios para el desarrollo embrionario (39).
Los cigotos resultantes se cultivan hasta estadios post-compactacion (mérula o blastocisto),
momento en el que se transfieren a una vaca receptora 0 Se criopreservan para su posterior

transferencia (40).
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7.14 Inseminacion artificial

Las biotecnologias como la inseminacion artificial 1A est4 disefiada para adaptarse al sector
ganadero, principalmente para la reproduccion, usando el esperma de toros de alta produccion,
valorados por generaciones tanto para la produccion de leche como de carne, que con el tiempo

se refleja en nuevos cruces y han aumentado la productividad (41).

La IA fue la primera biotecnologia reproductiva usada para mejorar la produccion a través del
uso eficiente de toros de alto mérito genético. El uso generalizado de esta técnica y el logro de
su completo potencial requirié de la criopreservacion del semen por largos periodos de tiempo
(40).

7.15 Genotipado de animales

El conocimiento gendmico es la puerta de entrada para medir la variacion interindividual a nivel
del ADN (42). El desarrollo de plataformas tecnoldgicas de genotipado masivo en los Gltimos
afios, es cada vez mas eficiente en términos de velocidad y costo; ha permitido que la seleccion
de reproductores tome en cuenta la variacion del ADN, creando nuevas expectativas para la
mejora del caracter donde esto es mas dificil (43). Obtener una reaccion genética. Genotipificar
una mutacién o un marcador significa poder leer qué base (A, C, T o G) estéa presente en una
posicion determinada. Las dos herramientas de genotipado de marcadores mas utilizadas son

las matrices de marcadores (matrices SNP) y la secuenciacion del genoma a gran escala (44).
7.16 Transferencia de embriones

La tecnologia de transferencia de embriones (TE) nos permite seleccionar animales con alta
produccion y adaptacion ambiental para mejorar la calidad genética y aumentar el nimero de
crias en el rebafio. La transferencia de embriones tiene una tasa de prefiez del casi el 60 %,
dependiendo la estacion del afio, e incluso con la transferencia de embriones congelados (45).
El trasplante de embriones se utiliza de forma rutinaria en muchos paises del mundo. Asi, en el
afio 2020 se produjeron comercialmente 1.5 millones de embriones de bovinos a nivel mundial,
en Sudameérica se produjeron 31.559 embriones in vivo y 500.397 embriones in vitro (46). La
principal razén para su uso es mejorar la calidad genética de los criaderos utilizando donantes

de alto rendimiento (45).
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7.17 Por qué usar transferencia de embriones en bovinos de leche

El trasplante de embriones de bovinos lecheros ha contribuido al rapido crecimiento de la
capacidad reproductiva de los bovinos y al mejoramiento genético, es una alternativa para

mantener la produccion de leche (47).

El objetivo del trasplante de embriones es obtener un mayor nimero de descendientes de
ancestros genéticamente mejores, por lo que la introduccion de la TE contribuye a la
consecucion de este objetivo, ademas de reducir los problemas reproductivos y de salud,
permite la conservacion de embriones recolectados de hembras donantes, lo cual es una ventaja
de la aplicacion de biotecnologias, con métodos no quirtrgicos en diferentes momentos,

cumpliendo asi exigencias de los productores pecuarios y del factor climatico (48).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

H1: La superovulacién y la transferencia de embriones en bovinos de leche permite la aceleracion

en la obtencidn del genotipo A2A2 del gen de la beta caseina.

HO: La superovulacion y la transferencia de embriones en bovinos de leche no permite la

aceleracién en la obtencién del genotipo A2A2 del gen de la beta caseina.
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9. METODOLOGIA
9.1 Datos ubicacion de la investigacion
Ubicacion
Pais: Ecuador
Provincia: Tungurahua
Canton: Tisaleo

Caserio: Chilco la Esperanza

2.39411m ~

198.362,57 m* ~

Puesto de Salud El Chilco @
a

Chilco |a esperanza t b

Y&

Grafico 1. Ubicacion de la Hacienda la Esperanza

9.2 Situacion Geografica

La hacienda la esperanza se ubica en el cantdn Tisaleo, Norte, barrio Angahuana, Sur, barrio
Chilco, Oeste, Volcan Carihuairazo, Este, barrio San Francisco. Con una altitud de 3450

m.s.n.m. este tipo de suelo es irregular.
9.3 Poblacion de estudio

El trabajo de investigacion esta dirigido en bovinos con el genotipo A2A2 pertenecientes a la
hacienda la Esperanza, de las cuales, mediante las pruebas de genotipificacion, se escogieron
dos vacas que presentan esta caracteristica y se eligio pajuelas de un toro con el mismo tipo de

caracteristica.



15

9.4 Tipo de estudio

Para esta investigacion, se empleo6 un estudio de tipo experimental, en cual se asigna un factor
de estudio que es la B-caseina A2A2 en bovinos de leche y se controla mediante la
genotipificacion del genotipo en los animales que son elegidos para la superovulacién y la
fecundacion con espermatozoides de toros de las mismas caracteristicas genéticas, con la

finalidad de obtener la aceleracion de embriones que tengan este tipo de caracteristica.
9.5 Disefio experimental

Para comprobar que los embriones, resultado de la investigacion contengan el genotipo A2A2
del gen de la beta caseina, se realiz6 un analisis de la estadistica descriptiva de los 6 embriones
obtenidos, mediante tablas comparativas y calculos de porcentaje en software Microsoft Excel
2010.

9.6 Manejo del estudio

La investigacion se desarroll6 en la Hacienda la Esperanza del canton Tisaleo de la provincia
de Tungurahua, con un periodo de 2 meses: diciembre 2022, febrero 2023, el método
implementado es la genotipificacion del gen de la B-caseina mediante gPCR en 2 vacas y la
utilizacion de pajuelas de toros con el mismo gen, luego se procede a la aplicacion de
reproduccion asistida, superovulacion y transferencia de embriones, mediante la
superovulacion logrando obtener embriones, de los cuales se extrae el liquido amnidtico para
realizar genotipificacion del gen de la B-caseina mediante qPCR y determinar si son 0 no

portadores del genotipo A2A2.
9.7 Genotipificacion del gen de la p-caseina mediante qPCR

El método desarrollado fue a través de PCR cuantitativa, en tiempo real, esta prueba detecta y
cuantifica la secuencia especifica de los acidos nucleicos, dependiendo el contenido de
nucleotidos, la separacion de la cadena va a cambiar con la temperatura, observando asi
diferentes curvas de disociacién en cada una de las muestras, dependiendo del alelo presente
(49). Los genotipos que se identificaron son las variantes genéticas de la proteina de la -
caseina, encontrando genotipos homocigotos (A1A1, A2A2) y heterocigoto (A1A2). Los datos

se interpretaron mediante un software disefiado especificamente para dicha discriminacion (50).
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De cada uno de los bovinos del hato se recolectaron muestras de sangre, 3 ml, en tubos con
EDTA (tapa lila). Para la extraccion del ADN de los embriones, se recuperaron células de
trofoblasto. Posterior a la colecta, las muestras se almacenaron en RNA latter a una temperatura
de 2 a 6° para el envio al laboratorio de biologia molecular. En donde, las muestras fueron
mezcladas y agitadas con un buffer adecuado, posteriormente, para la extraccion de ADN, se
utilizé un kit EVAGREEN DYE (biotium), siguiendo las instrucciones de manejo y lectura del
fabricante (51). Para la amplificacion de la B-caseina se utilizd cebadores especificos. Los
perfiles térmicos Optimos son a 95 °C durante 10 min, 45 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
durante 15 segundos y extension a 65 °C durante 60 segundos. El proceso de genotipificacion
se realizd en el laboratorio de diagnostico molecular (VETNAAT), en la ciudad de Quito, los
cebadores utilizados no se los puede exponer dado que es un protocolo comercial, la

amplificacion fue monitoreada conforme ocurre la reaccion (52).
9.8 Aplicacion de protocolo hormonal para superovulacion en las vacas donadoras

Se realizé un control ginecoldgico a las vacas del hato y se seleccionaron como donadoras a
aquellas cuyo genotipo para la f-caseina sea A2A2, o tenga un alelo A2, que no se encuentren
gestantes, estén ciclando y no presenten ninguna patologia que afecte a la reproduccion. El

protocolo a utilizar fue el siguiente:
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Tabla 3. Protocolo de superovulacion

Dosis
Dias Hora Farmaco Contenido farmacoldgica Dosis aplicada
Progesterona
Sincrogest  CIDR 1 unidad (1gr) 1 unidad
Dia0 7:10 Gestavec Progesterona 100 mg 2 mi
Benzoato de
Sincrodiol estradiol 2 mg 2ml
Dia4 7:10 Folltropin-V  FSH 87,5 Ul 2,5ml
19:10 Folltropin-V  FSH 87,5 Ul 2,5ml
Dia5 7:10 Folltropin-V FSH 78,5 Ul 2,24 ml
19:10 Folltropin-V  FSH 78,5 Ul 2,24 ml
Folltropin-V FSH 52,0 Ul 1,48 ml
Dia6 7:10 Cloprostenol
Sincrocio sodico 500 ug 2 mi
19:10 Folltropin-V  FSH 52,0 Ul 1,48 ml
Cloprostenol
Sincrocio sodico 500 pg 2ml
7:10 Folltropin-V,
Dia 7 Retiro CIDR ik 200Ul o.75ml
19:10 Folltropin-V  FSH 26,0 Ul 0,75 ml
11: 00 Presenta celo
Dia 8 Inseminacién 1 pajuela
23: 00 acetato de
Sincroforte  buserelina 0.008 mg 2,5ml
Dia9 11:00 Se repite la inseminacién

Fuente: Protocolo de superovulacion convencional - Elaboracion: Propia
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9.9 Colecta de embriones

La colecta de los embriones se realizo, el dia 15, mediante la metodologia del circuito cerrado
con flujo discontinuo. Se realizo el siguiente protocolo: ingreso de la vaca donadora a la manga,
chequeo ginecologico para la evaluacion de la cantidad de cuerpos luteos de cada ovario
mediante ecografia, antisepsia de la region perianal, se utiliz6 la sonda Foley de dos vias
Bioniche 20 x 30cc. Como medio de lavado se usé complete flush el cual es un medio comercial

que posee las particularidades para realizar la recuperacion de los embriones.
9.10 Busqueda de embriones

Se busco los embriones empleando el siguiente protocolo: Reposar el colector minimol0
minutos a 37°C, después de pasar el medio de recoleccién por un filtro con poros de
aproximadamente (75um de diametro), se utiliz6 una placa de buasqueda con fondo
cuadriculado, se visualizo el lavado con un estereoscopio a 10-20X, utilizando microcapilares
Unopette 0 micropipetas especiales para la manipulacion, se revisé cada placa dos veces, se
movié la placa para evitar que se peguen a los bordes. A medida que los embriones se
localizaron, se depositan en placas nunc de 4 pozos, conteniendo medio de mantenimiento
(Bioniche®) a 37°C, se lavan y se retiran los detritus, a medida que se pasan de un pozo a otro

se clasifican de acuerdo con la nomenclatura recomendada (47,53).

- G | Mientras que, para valorar la recoleccion, no existen defectos visibles, los
blastomeros son claramente visibles, de color y estructura uniformes, simétricos, de
forma esferoide y la zona pellcida esta intacta;

- G II: Bueno, el embridn tiene muy pocos blastdbmeros desprendidos de la masa celular
y/o posee una pequefia cantidad de detritus celulares, su forma puede ser ligeramente
irregular;

- G llI: Regular, el embridn posee varios defectos: detritus celulares, forma irregular, de
color muy oscuro o muy claro y/o ligero agrietamiento de la zona pelucida;

- G IV: Malo, el embrion posee muchos defectos: los correspondientes al G 11l mas
desarrollo retardado, seria ruptura de la zona pelucida —el embrion puede encontrarse
parcialmente fuera de ella-, forma muy asimétrica, tendencia a la desintegraciéon como
granulacion o vacuolizacion de los blastémeros (ver Anexo 6 grafico 2). Incluye
también a los estadios hasta 8 células y la clara degeneracion, esta categoria es

considerada como no transferible (53).



19

9.11 Procedimiento de genotipificacion del embrion

Para la extraccion del ADN de los embriones, se recuperaron células de trofoblasto. Los 6
embriones recuperados y analizados estuvieron en etapa de blastocisto. Se aislaron en pocillos
individuales con PBS, posteriormente la biopsia se obtuvo por incision del trofoblasto
(trofoectodermo), la técnica no es invasiva para las células de la masa celular interna, se utiliz6
un microscopio Nikon verticales adaptado con una cuchilla de micromanipulacion. Se extrajo
las células del trofoectodermo con una micropipeta de 1 pL de la muestra celular, y se agregd
inmediatamente 10% de suero fetal, como medio de cultivo. De los 6 embriones posterior a la
biopsia, 3 fueron valorados como muy buenos (biopsia entre 4 y 8 células), y 3 como buenos
(biopsias entre 8 y 15 células) (54,55). Las muestras fueron transportadas en tubos eppendorf

al laboratorio VETNATT, en donde se realizo6 las gPCR de cada embrion.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 4. Animales seleccionados para la genotipificacion del gen de la

p-caseina.
Nombre Sexo Fecha/nacimiento Raza Genotipo,de b
caseina

Tamara Hembra 24/07/2019 Jersey AlA2
Flor Hembra 20/01/2020 Jersey AlA2
Jovita Hembra 18/02/2020 Jersey AlA2
Marcela Hembra 01/11/2019 Jersey AlAl
Tipper Macho 04/21/2016 Jersey A2A2

Fuente: VETNATT, Asociacion Jersey Ecuador, STgenetics

Elaboracion: Propia

10.1 Anélisis de las vacas donadoras del genotipo de la B-caseina A2A2

Se realizé el analisis de las 4 vacas donadoras para identificar aquellas potadoras del genotipo
A2A2 mediante la técnica de qPCR en asociacion de datos genealdgicos de registros de la
Hacienda La Esperanza. Las vacas seleccionadas como donadoras fueron sometidas a las
pruebas de genotipificacion del gen p-caseina, de las cuales se obtuvo 3 con el genotipo de la
B-caseina ALA2 y una vaca es ALA1(Tabla 4) (Anexo 5), mientras que el toro fue elegido de
la casa comercial STgenetics de origen americano con caracteristicas del genotipo de la -
caseina A2A2.
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Varias razas de ganado bovino presentan diferencias en los porcentajes constitutivos del gen de
la B-caseina Al y A2. Para Woodford 2007, es probable que la raza Jersey porte el alelo Al en
aproximadamente un 35% en el rebafio (56). Siendo en la raza jersey el alelo A2 el levemente

predominante mas que en otras razas de ganado bovino.

Se ha descrito en ganado bovino que el genotipo de la B-caseina predominante en grupos
experimentales presenta una frecuencia para A1A2, A1Al y A2A2 de 0.57, 0,51 y 0.50
respectivamente (57), en otro estudio se indica la frecuencia del genotipo A1A2 es de 0,73; los
rangos de frecuencia aumentados indican una mayor presencia de este alelo, siendo util para la
seleccion de vacas portadoras del genotipo deseado para desarrollar programas de
mejoramiento genético (58). Varios estudios recientes comparan resultados de afios pasados en
los cuales muestran una tendencia en el incremento de la frecuencia de alelo A2 en hatos
lecheros (57).

Al elegir toros genéticamente portadores del gen A2A2 homocig6tico como reproductores, se
tiene la certeza de que transmitird un alelo A2 a sus descendencias (59). Sin embargo, siendo
el otro alelo transmitido por la madre las proporciones de cruzamientos se presentaran acorde
a las leyes de Mendel (60). Por lo tanto, se sugiere que hay un incremento en la tendencia de la
presencia del Alelo A2 de la B-caseina en granjas productoras de leche que incluyan
reproductores portadores del gen A2.

Concluyendo, que al usar este tipo de reproductores con genotipo de la B-caseina deseada, es
posible predecir el genotipo de los hijos. Esto hace que los productores de leche puedan obtener

un rebafio homocigdético de A2 Unicamente mediante seleccidn genética.

Tabla 5. Animales donantes portadores del gen A2A2 en el protocolo de
superovulacién

o Genotipo de la -
Nombre Sexo Fecha/nacimiento Raza
caseina
Flor Hembra 20/01/2020 Jersey AlA2
Jovita Hembra 18/02/2020 Jersey AlA2
Tipper Macho 04/21/2016 Jersey A2A2

Fuente: Investigacion directa - Elaboracion: Propia
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Se eligieron a dos vacas donadoras para realizar el protocolo de superovulacion, aquellas que
presentaban las condiciones reproductivas adecuadas, siendo la vaca de nombre Tamara

descartada del experimento por compromiso en su locomocion.

10.2 Evaluacion del protocolo de superovulacion convencional en las vacas que

tengan el genotipo A2A2 del gen de la B-caseina de la leche.

Se realizd la superovulacion de dos donantes A2A2 aplicando protocolo convencional
mencionado en metodologia, las vacas presentaron celo acorde al protocolo establecido y
fueron inseminadas post celo con intervalo de 12 horas la primera inseminacion y 24 horas la
segunda inseminacién post celo. Se emplearon 2 pajuelas por vaca con una concentracion
espermatica de 15 millones por 0.5 ml. A los 8 dias post inseminacion se evaluo la respuesta a
la superovulacion, mediante ecografia obteniendo cuerpos liteos con diametros en un rango de
17.5 mm a 23.5 mm (Tabla 6) (Anexo 7,8).

Tabla 6. Niumero de foliculos obtenidos en las donantes A2A2 sometidas a
protocolo de superovulacion. Ver (Anexo 6).

Vaca Ovario Derecho Foliculos Ovario Izquierdo Foliculos
Flor 4 3
Jovita 5 6

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Propia
10.3 Resultado de los embriones recuperados
De los embriones recuperados se obtuvieron 9 los cuales fueron 6 fueron viables y los otros 3

embriones no fueron viables, 3 embriones viables de la vaca de nombre Jovita y los 3 embriones

de la vaca de nombre Flor fueron viables.
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Tabla 7. Numero de embriones obtenidos por vaca donadora A2A2 sometidas a
protocolo de superovulacion.

Fecha/ Embriones Embriones no
Nombre Sexo Raza ) ]
Nacimiento viables viables
Flor Hembra | 20/01/2020 | Jersey 3 2
Jovita | Hembra | 18/02/2020 | Jersey 3 1

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Propia

En el experimento por vaca donante se obtuvieron 3 embriones viables de acuerdo al grado de
clasificacion Gl y GllI de la Sociedad de Internacional de Tecnologia Embrionaria - IETS 2010.
Esté resultado es inferior a lo reportado en condiciones del Zamorano en el que se indica que el
namero de embriones obtenidos fue de 8,5 embriones por vaca donante (61), y de 9,3 embriones
viables por vaca obtenidos en la sierra ecuatoriana (62). Sin embargo, nuestros resultados fueron
superiores a los obtenidos en el Carchi que fueron 2 embriones viables aplicando protocolos de

superovulacién similares a nuestro experimento (63).

El resultado obtenido en nuestro experimento respecto al nimero de embriones viables podria
ser consecuencia del efecto de las condiciones climaticas adversar presentes durante el
desarrollo del protocolo de superovulacion, lo cual podria haber influido en la respuesta

superovulatorios asociada al estrés generado en las donantes.

Luego de obtener los embriones (ver Anexo 6 grafico 2) se procedié a la clasificacion de los
embriones de acuerdo a su conformacion, estructura (Gl, Gll, Glll, GIV) a la toma de ADN del
trofoblasto, para realizar la prueba de genotipificacion de la beta caseina de los embriones

obtenidos, obteniendo asi los siguientes resultados (Tabla 8) (Anexo 6):
10.4 Genotipificacion de los embriones del gen de la B-caseina

Luego de obtener los embriones (ver Anexo 6 grafico 2) se procedié a la clasificacion de los
embriones de acuerdo a su morfologia (IETS 2010), clasificando a los embriones segun su
grado (GlI, GllI, GllI, GIV) para la toma de las muestras de ADN del trofoblasto y realizar la
prueba de genotipificacion de la beta caseina de los embriones obtenidos seleccionados,

obteniendo asi los siguientes resultados (Tabla 8) (Anexo 6):



23

Los embriones recuperados fueron sometidos a las pruebas de genotipificacion para la
identificacion del genotipo de la B-caseina A1A2 y A2A2.

Tabla 8. Identificacion del gen de la f-caseina en los embriones viables
obtenidos mediante superovulacion.

N° Identificacion muestra Cadigo Tipo de muestra Genotipo
1 Jovita x Tipper 1 ETO001 TROFOBLASTO AlA2
2 Jovita x Tipper 2 ET002 TROFOBLASTO AlA2
3 Jovita x Tipper 3 ET003 TROFOBLASTO A2A2
4 Flor x Tipper 1 ETO004 TROFOBLASTO AlA2
5 Flor x Tipper 2 ETO05 TROFOBLASTO A2A2
6 Flor x Tipper 3 ETO06 TROFOBLASTO AlA2

Fuente: VETNATT Elaboracion: Propia

La unica forma de garantizar que se produzca una descendencia A2A2 en un programa de
reproduccion es cruzar una vaca A2A2 con un toro A2A2. Cuando se produce el cruce de una
hembra A1A2 con un toro A2Az2, existe un 50% de probabilidad de obtener una descendencia
A1A2 y un 50% de probabilidad de obtener una descendencia A2A2 (64).

Es importante la genotipificacion de los embriones bovinos, con los resultados obtenidos se
puede inferir sobre las caracteristicas o rasgos deseados a mejorar; por tanto, los embriones
seleccionados se pueden transferir 0 no a una vaca receptora para que un sistema de produccion

lechero produzca leche A2A2.
10.5 Porcentaje de embriones con la genotipificacion de la f-caseina A2A2.

Nuestro estudio demuestra que el porcentaje de obtencion para el genotipo de la B-caseina
A2A2 es inferior al de la obtencion de la B-caseina A1A2, que es el mayor porcentaje de

embriones que se obtuvieron al realizar este tipo de cruzamiento.
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Tabla 9. Porcentaje de embriones con la genotipificacion de la f-caseina A2A2

y A1A2.

Identificacion Genotipo A2A2 Genotipo A1A2 %
Vaca 1 33% 66% 100
Vaca 2 33% 66% 100

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Propia

Si se compara con herencia mendeliana se puede entender que el nimero de embriones al cual
se realiz6 la genotipificacion tiene un porcentaje menor al esperado del 50% en el genotipo
A2A2 (66). Lo que significa que el nimero de embriones obtenidos no representan los
resultados esperados del genotipo A2A2, si se incrementa el niUmero de embriones obtenidos
se llegara a la estimacion esperada. Por lo tanto, la genotipificacion de embriones bovinos es
viable para conocer el genotipo con anticipacion y mejora la precision de seleccion a los

animales en un hato.
10.6 Costo del tratamiento por vaca y por embriones producidos

El costo estimado por el protocolo de superovulacién y recuperacion de embriones, por vaca
donante fue de 567,50$ y por embridn viable recuperado fue de 189,16 con una inversion del

experimento del 70% y del 30% de la empresa privada.

Tabla 10. Costo de tratamiento por vaca super ovulada y por embriones

producidos.
Nombre Costo trt/vaca ($) Embriones viables Costo e/vaca ($)
Jovita 567,50 3 189,16
Flor 567,50 3 189,16
Total 1135 6

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: propia
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Del andlisis de costos de produccion de embriones bovinos se indica que el precio de la
produccion de un embrion es elevado para los pequefios y medianos productores respecto al

cruzamiento natural que infiere un costo mas bajo.

; sin embargo, es importante comprender que la superovulacion y transferencia de embriones
es una herramienta importante para la reduccion del intervalo generacional y mejora genética
acelerada. Por tanto, consideramos que es una inversion necesaria para los productores para

estar acorde con las nuevas competencias del mercado.

Finalmente pese a que el uso de biotecnologias reproductivas es aun deficiente respecto a su
masificacion en el sector pecuario, la competencia del mercado hace que su aplicacion se vuelva

una oportunidad para mejorar la produccion de leche y aumentar la calidad de la misma.

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

111 Impacto social

Promover el mejoramiento genético en bovinos de leche que contengan el genotipo de la -
caseina A2A2, incentivando el consumo de este tipo leche que posiblemente mejora la salud

evitando problemas gastrointestinales respecto a las proteinas de la leche bovina.
11.2 Impacto ambiental

A futuro se prevé que la industria de la leche utilice animales portadores del gen de la B-casina
A2A2, volviendo a la ganaderia mas eficiente. Ademas, posibilita a este recurso genotipico

(embriones con gen A2A2) se crio-preserve para un aprovechamiento futuro de estos animales.
11.3 Impacto econémico

Obtener un valor agregado al precio de la leche de vaca con caracteristicas de la B-caseina
A2A2, promoviendo el consumo de leche como parte fundamental en la nutricion y que esta no
ocasione problemas de salud; considerando que la p-caseina A2A2 es mejor digerida por

personas intolerantes a la caseina y a la lactosa.
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12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO

Tabla 11. Costo de hormonas y materiales para el protocolo de superovulacion.

Materiales de campo Cantidad Costo
Folltropin 2 740
PBS medio de Lavado ABT 1 litro 1 48
Lidocaina 1 4
Xilacina 1 6
Papel secante 1 6,5
Paquete de guantes de manejo 1 9,75
Jeringillas de insulina 15 2,25
Jeringillas de 20 ml 20 5
Holding 1 8,53
Etilemglicol 1 8,53
Gel lubricante 1 10,5
Esponjas para lavar la vulva 2 1
Sincroforte 20ml 1 19,2
Sincrocio 20ml 1 16,8
Sincrodiol 1 10,8
Sincrogest (10x1) 1 84
Gestavec 1 13,5
Agujas de 18x 1 % 1 3,5
Guantes ginecologicos 1 6,5
Fortemil 4 60
Pajuelas 4 36
Sonda foley 1 21
Alcohol 1 2,5
Yodo 1 litro 1 10
Pajillas 6 1,5

Total 1135,36
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Tabla 12. Costo de materiales de oficina

Materiales de oficina Cantidad Costo
Cuaderno 1 0,8
Esferos 3 0,9
Impresiones 50
Computador, internet,
actualizaciones 80

Total 131,70

Tabla 13. Costo de las pruebas de laboratorio realizadas para la
genotipificacion de la p-Caseina de la leche.

Pruebas de Laboratorio Cantidad Valor unit. Costo

Genotipificacion de la B-Caseina de la leche 4 12 48

Genotipificacion de la B-Caseina de la leche embriones 6 12 72
Total 120

Tabla 14. Costo total de la investigacion

Implemento Costo $

Hormonas, materiales e insumos veterinarios 1135,36
Pruebas de laboratorio 120

Materiales de oficina 131,70

Costo total investigacion $ 1387.06

Tabla 15. Recursos humanos

Recursos humanos

Estudiante: Miguel Salguero
Docente: Gabriel Molina
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13. CONCLUSIONES

La genotipificacion de vacas con beta caseina A2A2 es una herramienta que se puede
usar para el mejoramiento genético enfocado en mejorar la calidad de la leche, aumentar
el consumo y por consecuencia el ingreso econdémico de un valor agregado por animales
que tienen esta caracteristica en los alelos de la B-caseina.

El uso de hormonas en protocolos de superovulacién, es un problema que enfrentan los
ganaderos por el costo que representan, ademas de que categoriza a los ganaderos en
grandes, medianos y pequefios, para estos Ultimos no es accesible este gasto que en un
mediano plazo puede considerarse como una herramienta que permite obtener animales
de caracteristicas genotipicas competitivas en las demandas de la globalizacion actual.

La obtencion de embriones transferibles con genotipo de la B-caseina A2A2, es una
realidad visible en la actualidad por el uso de pruebas moleculares que ayudan a predecir
animales con caracteristicas genotipicas deseables logrando asi decidir si se debe

transferir o no a un animal receptor.

14. RECOMENDACIONES

La seleccion de animales donadores se debe basar en los registros, con el pedigree de
cada animal para poder obtener las caracteristicas hereditarias de sus padres, asi como
la parte genotipica como los genes de la beta caseina A2A2, una caracteristica a mejorar
en ganaderias lecheras.

Los animales considerados como donadores deben tener un mejor plan nutricional,
dependiendo del piso climético, realizar un chequeo ginecologico del aparato
reproductivo de la hembra, observar que se encuentre sano y funcional, especialmente
sus ovarios, observar foliculos y cuerpo lGteo que se encuentren dentro del ciclo estral
normal.

Para el lavado o colecta de embriones, las instalaciones de trabajo donde se manipulen
animales y las areas de materiales de experimentacion deberan contar con una

desinfeccion he higiene adecuada.
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Anexo 5. Resultados genotipificacion vacas donantes

VetNAAT . v.%

X a LABORATORIO
Veterinary Nucleic Acids Amplification Testing e Science Initiative ;}Gmﬂ‘N"gﬁ’(é
28/11/2022
1. Genoatipificacion de la p-Caseina de la leche
Informe de resultados
Sr. Holguer
Propietario:| Salguero Hacienda: |Lla Esperanza |Cddigo: | ECX097
Chilco La
Direccién: |Esperanza Cantén: Tisaleo Provincia:| Tungurahua
RUC 1801118725001 | mail: Celular:
Especie: Bovina # muestras:| 4 Asesor:
Numero | Identificacion muestra| Cddigo Tipo de muestra | Genotipo
1 Tamara ED0082 SANGRE Al1A2
2 Flor ED0083 SANGRE A1A2
3 Marcela ED0084 SANGRE A1A1
4 Jovita ED0085 SANGRE A1A2

Los resultados fueron obtenidos a través de la genotipificacion de la B-Caseina de la
lechemediante la técnica de PCR cuantitativa.

EDIE GABRIEL

b3 i DAVID ALEJANDRO 4 ()
Hylier; MOLINA ORTEGA PAREDES .
EELCE CUASAPAZ h 4/
MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. U Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagnéstico Veterinario Coordinador de Diagndstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379

Somos referentes en servicios de diagndstico molecular, implementando nuevos procesos, acorde a
losavances biotecnolégicos para garantizar la confiabilidad de nuestros resultados.
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Anexo 6. Resultados genotipificacion de los embriones.

. s I - : : LABORATORIO
Veterinary Nucleic Acids Amplification Testing |ife science Initiative JNMUNOLAB

01/02/2023
2. Genotipificacion de la -Caseina de la leche
Informe de resultados

Sr. Holguer
Propietario:| Salguero Hacienda: |LlaEsperanza |Coddigo: ECX098

Chilco La
Direccién: |Esperanza Cantén: Tisaleo Provincia:| Tungurahua
RUC 1801118725001 | mail: Celular:
Especie: Bovina # muestras:| 4 Asesor:
Numero |[dentificacion muestra |Codigo Tipo de muestra Genotipo
1 Jovita x Tipper 1 ETOO1 TROFOBLASTO Al1A2
2 Jovita x Tipper 2 ET002 TROFOBLASTO Al1A2
3 Jovita x Tipper 3 ETOO3 TROFOBLASTO A2A2
4 Flor x Tipper 1 ETO04 TROFOBLASTO Al1A2
5 Flor x Tipper 2 ETOO5 TROFOBLASTO A2A2
6 Flor x Tipper 3 ETO06 TROFOBLASTO A1A2

Los resultados fueron obtenidos a través de la genotipificacion de la B-Caseina de la
lechemediante la técnica de PCR cuantitativa.

EDIE GABRIEL
e MOLINA

E: L CE CUASAPAZ ; -

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. “Uawnl Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy

Coordinador de Diagnéstico Veterinario Coordinador de Diagndstico Molecular Veterinario Médico-Director

+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379

DAVID ALEJANDRO s

¥ ORTEGA PAREDES A

Somos referentes en servicios de diagndstico molecular, implementando nuevos procesos, acorde a
losavances biotecnoldgicos para garantizar la confiabilidad de nuestros resultados.
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Anexo 8. Fotografias.

Fotografia 1. Seleccién de animales

mediante registros.
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Fotografia 2. Animales seleccionados
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Fotografia 3 Toma de muestras para Fotografia 4. Seleccién de toro
genotipificacion de beta caseina A2A2 Tgenetics Tipper.

Ezlﬁolsnm o TIPPER

Ecuagenetics

Fotografia 5. Jovita y flor vacas Fotografia 6. Inicio del protocolo de

donantes superovulacién

Fotografia 7. Hormona principal Fotografia 8. Retiro de CIDE

Folltropin-V
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Fotografia 9. Inseminacion de las vacas Fotografia 10. Lavado y recolecta de

donantes. embriones.

Fotografia 11. Lavado y recolecta de Fotografia 12. Lavado Yy recolecta de

embriones. embriones.

Fotografia 13. Recuperacion de embriones. Fotografia 14. Extraccion de liquido

amniotico y atrapada de los embriones.




Fotografia 15. Hacienda la Esperanza.

Fotografia 16. Lugar de trabajo.

)
| B
ar 1B

2

46

=



Anexo 9 registros de animales sometidos a pruebas de genotipificacion
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LA ESPERANZA
Nombre: Flor Raza: Jersey
Nacimiento fecha: 2/01/2020 Padre: Fizz (67060052)
Arete: 433 Madre: Rejina (383)
Vacunacion
, e ) Fecha Contra
S Nl | g 20/5/2020 Brucella RB-51
N\ \ \ 26/9/2020 (R) Brucella RB-51
N 14/8/2021 (R) Brucella RB-51
’\ Bl [
- G- e
REGISTRO DE SALUD
FECHA DIAGNOSTICO VETERINARIO
3/11/2021 Inseminada con Got Maid (119407594)
3/1/2022 Inseminada con Got Maid (119407594)
21/02/2022 Chequeo prefiada
10/10/2022 Parto Hembra
16/11/2022 Foliculo ovario

Derecho: Grado 10
Izquierdo: Grado 5
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LA ESPERANZA
Nombre: Marcela Raza: Jersey
Nacimiento fecha: 1/11/2019 Padre: Barnabas (67642492)
Arete: 434 Madre: Dinners (2346)
Vacunacion
, % Fecha Contra
2 j 20/5/2020 Brucella RB-51
\ < 26/9/2020 (R) Brucella RB-51
v wi\ ; 14/8/2021 (R) Brucella RB-51
r e
SO
REGISTRO DE SALUD
FECHA DIAGNOSTICO VETERINARIO
3/11/2021 Inseminada con Got Maid (119407594)
6/1/2022 Inseminada con Got Maid (119407594)
21/02/2022 Chequeo prefiada
6/10/2022 Parto Hembra
16/11/2022 Foliculo ovario

Derecho: Grado 15
Izquierdo: Grado 2

Cuerpo luteo, lzquierdo: grado 10
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LA ESPERANZA
Nombre: Jovita Raza: Jersey
Nacimiento fecha: 18/2/2020 Padre: Fizz  (67060052)
Arete: 437 Madre: Nela (380)
Vacunacion
, % Fecha Contra
R Nl ‘ 14/8/2021 Brucella RB-51
r e
REGISTRO DE SALUD
FECHA DIAGNOSTICO
3/11/2021 Inseminada con Got Maid (119407594)
28/12/2021 Chequeo prefiada
6/8/2022 Parto Hembra
16/11/2022 Quiste folicular ovario Derecho

Ovario Izquierdo Cuerpo luteo grado 1, foliculo grado 5

Tratamiento: Conceptal 10ml
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LA ESPERANZA
Nombre: Tamara Raza: Jersey
Nacimiento fecha: 24/7/2019 Padre: Fizz
Arete: 424 Madre: Lunita (360)
Vacunacion
, % Fecha Contra
2 j 27/7/2019 Neumovac
N 3\ 16/1/2020 Brucella RB-51
r e
SO
REGISTRO DE SALUD
FECHA DIAGNOSTICO

20/11/2020 Inseminada con Jed (28536-B)

9/12/2021 Inseminada con Achiever (67731401)

13/01/2021 Chequeo prefiada

13/9/2021 Parto Macho

1/1/2022 Inseminada con Got Maid (119407594)

21/02/2022 Chequeo prefiada

5/10/2022 Parto Hembra

16/11/2022 Ovario derecho: Cuerpo lateo grado 3, foliculo grado 15

Ovario lzquierdo: Aciclico
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