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1.- RESUMEN

ELl cultivo en el lsboratorio de las iltimas etapas
de la preimplsntacién embrionaris es indispensable pers

los estudios de su menipulacidén y trsnsferencia.

Con este objetivo se probaron diversos suple «—=e-
mentos nutritivos pars poder determinsr cuales permiten
el desarrollo in yitro de los embrionses de rats Wistsr.
Le solucién sslina con base en Earle fué la que se utili
26 pars ser enriquecida con los diferentes suplementos
nutritivos: suero de rate (SR), suero de rats preisds
(SRP), suero de ternera (ST), suero fetal de terners
(SFT), elbimine sérics bovine (ASB), suero humeno (SH),

clara y yems de huevo (H) y agar (A).

Fueron cultivados un total de cincuents embriones en
1a etapa de ocho célules en cada uno de los suplementos
nutritivos probados, Los embriones se obtuvieron
perfundiendo el oviducto del animsl en el cuarto dfs de
prefiez, Despuds de un lapso de 24 horas de cultivo 8 37'C
los embriones se desarrollaron sblo en los siguientes me-
dios: SR, 64 %; SRP, 82 %; ST, 52 %; SFT, 54 %; ASB, 28 %;
y SH 74 %.



De los resultedos anteriores se observa que la uti
lizacibén de un suero homblogo fevorece el dessrrollo de

loc embriones fuers de su smbiente materno,
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II.- INTRODUCCION

A.- Generslidades del Cultivo Embrionsrio,

Alrededor de los dltimos cincuents afios se han lo-
grado grendes avances en el cultivo de embriones en el
leborstorio, gréciass 8 los conocimientos estsblecidos
en las técnicas de deserrollo de tejidos, sin embsrgo
no se han obtenido grandes logros en el cultivo y de-
serrollo in vitro de los embriones de muchss especies
de mamiferos, ya que los embriones son muchc mes sensi-
bles & las varisciones del medio que cuslquier otro ti-

po de linea celulsr (25).

El primer medio de cultivo elsborsdo pares el desa-
rrolle in vitro de embriones de mamiferos fue disenedo
por Whitten (26) en 1956, y con el cusl se pudo lograr
el crecimiento de embriones de ocho células de ratén.
Posteriormente Mc. Leren y Biggers (18) utilizando los
embriones desarrollados con el medio anterior los
transfirieron e hembras receptoras logrsndo el creci -

miento de criss normeles.

Un medio de cultivo pars embriones dgbe de contar

con los requerimientos energéticos y protéicos que le
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permitan su desarrollo fuera del ambiente materno. El
cultivo de embriones de ratbén se he emplesdo como modelo
pera estudiar las actividsdes y necesidades metabbdlicas
de los embriones en sus estadios de preimplantacién (14),
y sobre la base de estos trebajos se identificaron las
necesidades de piruvsto, lactato y slgunas fuentes de ni
trégeno indispenssbles que deben llevar los medios de

cultivo.

Los medios de cultivo paras embriones en desarrollo
deben reunir los componentes minimos necesarios de los
fluidos tubdricos y uterino durante el perfodo de
preimplantscibén, como lo son, las sales y los nutrientes
protéicos y energéticos y factores f{sicos como tempera-

tura, pH y presidn osmética.

Hemond logrd dessrrollsr embriones de retén de 1ls
etape de ocho célulss. hasts la de blastocisto, empleando
como medio de cultivo una combinacién de clsrs y yems de

huevo con sales inorgénicas (10).

Dentro de las diversas éress de 18 Embriologis ex-
perimental que requieren del cultivo de embriones fuera -

del smbiente materno se encuentrsn lss siguientes:



a)

b)

c)

a)

Fecundscibém in vitro., Este procedimiento sblo es po-
sible cusndo se conocen lss necesidades metabblices

de ambes célulss gambticss.

Almacenaje de embriones & bajas tempersturss. Con las
técnicas de refrigeracidn y congelacién de embriones
es posible preservar a éstos por diferentes lapsos de
tiempo, sin que su viavilided se vea disminuids sin
embarzo es indispenBsble contar con un medio de
cultivo adecuado que permita a8 los embriones restable

cerse antes de que sean transferidos.

Microcirug{s embrionaria., Los procesos tanto de gemg
lscibdn como de quimerizacibdn embrionsrios hen sido

nosibles cusndo se ha contado con medios de cultilve
aprdpiados pare que los embriones puedan recuperarse

de su cirugis,

Transferencis de embriones. Durante los programas de
transferencia es ifrecuente obtener embriones que no
se encuentren en el estadio apropiado psra ser
transplantasdos, sin embergo si a éstos se les colocs
en un medio de cultivo adecuado es posible que

alcancen dicha etsps para poder ser aprovechsdos.




®) Meteabolismo embrionsrio. Dentro de las &reses de in -
vestigacibn se emplean los medios de cultivo de em -
briones como una herrsmients pars conocer sus reque -

rimientos para su dessrrollo en el lsboratorio.

B.~- Caracteristices del Dessrrollo Embrionario.

Las célulss germineles, tanto de los machos como de
las hembras descienden de msnera mitética de un grupo
muy reducido de células que se originan cercs del saco
vitelino embrionario. En el macho estss divisiones mitd
tices contindsn & lo largo de la vids edults, sin embsrgo,
en las hembres estas divisiones cesen en les células lle-
madas ovogoniss durante el dessrrollo embrionario, por
lo que los ovocitos entran en uns prolongads profase

meiotics (11).

Momentos entes de le2 ovulacidn, se lleva & cabo la
primera divisién de meduracién del ovocito primsrio, pas
re8 transformerse en un ovocito secundario y liberar un
corpfisculo polar. La segunda divisi6n de maduracién co-
mienza inmedistsmente y el ovocito permsnece en metarése
hasts el momento de su fertilizacibdn. Aproximadsmente se

liberan de ocho a catorce Svulos simultsneamente en la
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rate bejo condiciones neturales, sin embargo, esto ve a

depender del tipo y variedad de la especie que se trate

(11).

Si la monta de 1s hembra se lleva a cabo, ésts ge-
neralmente precede a la ovulacidn por una 8 cinco horss,
Le ovulacién nor si{ misms es répide y tome menos de uns
hora en efectuarse. La fecundaciédn del 6vulo se llevs a
cabo en la parte superior del oviducto cuando la monte
¥ la ovulacién se presentan dentro de un lapso muy bre-

ve (14),

Se hs observado que los espermatozoides inician
ls fertilizacidén de los ovocitos después de dos 8 tres
horss de'efectuada 1ls ¢bébpula, y se requiere de un lapso
de custro horas més para que todos los bvulos queden fe
cundadoa;: El retraso de la monta hacis el final del ci-
clo ectral puede tener como consecuencia anormalidades

en el ntcleo del embriém 6 1s poliepermis (2).

El ovocito secundario se encuentra rodesdo por cé-
lulss foliculares (corona rsdisds y cGmulus ophurus), y
posee un didmetro sproximsdo de 72 micrémetros; sin to-

mar en consigerscién las envolturss celulares. Su cito-



~plarma es de spariencis transliucids y granular, sin
embargo, dicha apsriencis puede modificarse dependiendo

de la variedsad de onimal de que se trate (19).

Tl embridn se encuentra rodeado por una membrans
elfstica llamade zons pellcids, de aproximadamente once
micrbmetros de grosor. Este membrana se encuentrs sepa=-

reds del embrién por medio de un espacio llamado verivi

telino (Figure 1),

)

En el momento de la fecundacibn, el ovocite libera
su segundo corpisculo polar y los proniclecs tanto mascu
lino como femenino comienzan 8 organizsrse en el centro

de su cltoplasms (11,12).

Las células de ls corona radisda y del cimulus ophu
rus son dispersadas de la superficie del embridn por 1ls
accidn de lss enzimss acrosomales de los espermatozoides
y esto se lleva 8 cabo antes de que el estadio de dos cg
lulas se alcsnce. Se requieren #proximadasmente doce ho-
rss pars que se presente la primers divisién lleamsdas de

segmentacibn en el ovocito recién fertilizado (19).
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Figura 1.- Representacidén esquemdtica de um evocito
de rata (11).
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Las divisiones de segmentacibn embrionariass, son
divisiones mitétices, las cusles, adembs de ser relsti-
vamente lentes dan como resultade ¢&lulas de menor ta -

msfio progresivamente (6).

Les células o blastémeros que conformen 8 los ests
dfos embrionarios de dos células, cuatro células, ocho
célulss, mbérula y blestocisto son progresivsmente més
pequeiias, sin embsrgo, el difmetro embrionasrio es prscti
cemente el mismo, siendo el blestocisto ligersmente més

grande que el ovocito (23).
C.=- Transporte Embrionario,

Actuslmente se sabe que tanto el ovocito como los
embriones se mueven a lo largo del oviducto 8 diferen-
tes ritmos, as{, por ejemplo tanto en el ratdn como en
la rats los ovecitos se trasladsn en pocos minutos a
través del primer pliege del 4mpuls, pars slcanzsr pos—
teriormente su porcidn dilstsds en donde permsnecerin
por veries horas. En muchas especies la zona entre el
igtmo y el émpula tubdrice funciona como un esfinter
fisioldgico y8s que en este regldn los embriones son re-

tenidos por largos perfodos (14).
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Aungue la unibn dtero-tubdrics puede actusr res --
tringiendo el transporte embrionsrioc, rars vez es posi-
ble localizsr 8 dichos embriones en ests regién, lo cusl
indics que el transporte a través de esta zons debe sger

répido,

En snimsles como el retén donde el transporte embrio
nario es répido el estadio de mbérula terd{e & blastocisto
temprano alcenzs 18 regién uterine en la maiians del ter-
cor d{a de prefiez, sin embargo, en el caso de 1a rats tal

proceso llevs un dfs més (9),

Los embriones en sl interior del oviducto aon trans
portados por medio de movimientos peristélticos del ute-
ro y tento ls zona pelficide como el espacio periviteli-
no del embrién "amortiguan los golpes" que éste recibe
a lo lsrgo del trayecto. Ademés le zona pelfiicida juega
un pspel muy importante evitando que el embrién se & -
dhiers a las ;aredes del oviducto y que sus blastdmeros

se dispersen durasnte la segmentacibn (7).
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D.- Formacibén del Blastocisto.

Cusndo la segmentacibén da comienzo, existe un espa
cio pequerio entre la zons pellcida y el embribn, la cual
se denomina espscio perivitelino, (Figura 1). Durante
leg primerss divislones cuslquier espacio que desarrolle
entre los blastbémeros pasa al espaclo anterior. Cuando
una pequeiia aberturs comienza a delimiterse en el inte-
rior del embribn se considera que le formecién de ls eta

pa de blastocisto se hs inicisdo (6).

La delimitacibn de la cavided 6 espacio en el inte-
rior del embrién se denomine blastocele y ésta va acomps
iada de 18 formacién de enlaces intercelulares, lo qﬁé“
trae como consecuencia un aumento en la compactaciénJcé-

lular.

Con la formscién del blastocisto se presents el pri
mer signo de diferenciscién celular en el embridn,
distingiendose de ests wesners dos tipos celulares dife-
rentes: las célulass de la mase celular interna § botbén
embrionario y las células del trofoblasto., Les primeras
darén origen sl endodermo, ectodermo y mesodermo embrio-

nerios, y les segundas al cono ectoplacentsrio, ectodermo
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extraplacentario (corion), y lasc formss tanto primsrias
como secunderias de las células trofoblasticas gigsntes

(12).
E.- Cultivo Embrionario.

Como ye se menciond enteriormente, un medic de
cultivo pars embriones de mamiferos debe de contar con
los requerimientos idnicos, energzticos y protéicos
que permitan el desarrollo de éstos fuers del smbiente

materno (4,5).

4 1o largo del tiempo, los medios de cultivo que
se han utilizedo pars los embriones de diferentes espe
cies como por ejemplo de conejo, ratdn, rate y hamster
hen sido diversos; teniendo de ests msnera los mediosg
B¥0C-3; medios Whittinghsm; HAM-P1lO; TC-199; medio de
Esgle, ete (14).

Los medios anteriores poseen una composicién sali
na muy semejente entre si, por lo que hen sido utilizg
dos casl de maners indistinta para el cultivo de embrio

nes de diferentes eepecies,
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De los resultados obtenidos en el desarrollo embrio
nario de diferentes especies de animsles domésticos se
han estsblecido los requerimientos energéticos y protéi
cos que éstos necesitasn para su estancis fuers del

ambiente materno (4,5).

Dentro de los requerimientos energéticos se encuen
tren el piruveto de sodio y lactato de sodio, los cuales
son indispensables para el metabolismo del embrién en

los estadfos de uns 8 cuatro célulss,

Tanto 1a glucosa como el oxaloacetato han sido
identificedos de igusl maners como fuentes energéticas
importantes, siendo la primera indispenssble para el

ecrecimiento y eclosibn del estadf{o de blastocisto (15).

Los requerimientos protéicos mls comunmente utili-
zados pars el cultivo en el laborstorio de embriones
son 1la albimine sérice bovina y el suero fetal de terne
ra termoinactivads, El suero es ung mezcls compleja de
muchos compuestos, los cuales se encuentrsn sfin pobre -
mente caracterizados, adembs las concentraciones de
algunos de sus componentes varian snormeménte entre 1as

diversss frscciones del mismo suero (3,16),

.



La albimina sérica denominads también slbumins
plasmética, es la proteins de mayor abundancf% presente
en el suero; dentro de sus principsles funciones se
encuentren las de contribuir & ls homeostesis, servir
de fuente de aminodcidos para las célulss y ser acerrea

dor de hormones y fcidos grasos (21).

Una de las principsles funclones del suero es la
de proveer cierto tipo de hormonas, as{ como sitios pro
téicos de unibn, los cusles reconocen tanto 8 vitaminas,
1{pidos y algunas hormonas, Estos sitios pueden estabi-
lizar y moduler 18 38ccibén de ciertas sustancizg a las
cuales se unen, y en algunos c8sos pueden ademés actuar

desintoxicendo el medio captando iénes metélicos (3).

El suero es indispensable pars el crecimiento de
los embriones del estad{o de bléstula primaris sl de
blastociste expsndido. De hecho Konwinski (17) coments
que el suero fetal de bovino es necesario para la dife-

renciascidén de 18 masa celular interns del embrién,
Sin embargo no ha sido posible obtener el creci --

miento y diferenciacién del embrién bsjo ninglin medio

después de 72 horas de cultivo, debido a que se*ppggeﬁta
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el pmomento de la implantacibn de éste en 1a mucosa ute-

rina (20).

Los estudios que sobre el cultivo de embriones de
snimales de laboratorio se han dessrrollado, han servi-
do de base psra el esteblecimiento de las técnices de

cultivo in vitro de embriones de animsles domésticos.

Asi tenemos, que tanto los medios de cultivo, fuen
tes de energfs y de proteina se emplesn no solamente pa
ra el cultivo Jde embriones de animales de laborstorio,
sino también para los animales domésticos (4,5,13,22,27,

28).
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ITI.- OBJETIVOS

Lo elsborscibén de este trabajo tiene como objetivo
la valoracibn de diferentes fuentes protéicas en el
cultivo in vitro de embriones de rate en el estadfo de
ocho célulss, con ls finalidad de observar si estas
fuentes podrisn servir como suplementos protéicos paras
los medios de cultivo de embriones de especies domésti-

cas,

Las fuentes nutritives que se estudisron son:
a) suero de rata, b) suero de rata prefiada, c¢) suero de
ternera, d) suero fetsl de ternera, e) albiimina sérice
bovina, f) suero humeno, g) clere y yems de huevo y h)

agar.

-17-



IV,~ MATERIAL Y METODOS
A.- Obtencién de Embriones.

Los embriones utilizados son de rata ‘tistsr, y el
estedio embrionsrio que se probd con los diversos suple
mentos nutricionsles fué el de ocho células, el cusl se
obtiene en el cuarto dfs de prefiez del snimal, conside-
rando como dfe uno, el die de le deteccién del tapbn va

ginel (Tebls 1),

Psra la obtencidn de los embriones se procedid de
la siguiente maners. Se sascrificd al animal por medio
de ls dislocscién cervical, Su regibn ventrsl se esteri
1liz6 emplesando uns solucién diluide de tenzal, pars
posteriormente efectusr unz incisibn en forma de "V"
(postero-anterior en relacidn al vértice de las "V"),
con ls finalided de poner sl descubierto completahente

el aparsto reproductor.

Se disecd el oviducto junto con Unakpequeﬁa por -
cién de Gtero y se sumerglb en une golucién salins es-
téril. Pars le obteucibn de los embriones en el estadio

de ocho células, se perfundid el oviducto en su regibn

-18~



fimbrics utilizando une sguja del nifmero 27 y pinzss de

relojero,

Aproximsdamente se requiere de uno 8 dos mililitros
de medio 6 de solucién salina psre lograr perfundir com
pletemente el bdrgeno. El 1lfquido de perfusibn se coloch
en un vidrio de reloj pars la posterior observacibén de

los embriones al microscopio.

Todos los embriones colectados y clasificados como
morfolégicamente normsles (tabla 2), se lavan por lo me
nos uns vez en medio fresco (PBS) sntes de ser transfe-
ridos al medio de cultivo, con ls finslidsd de eliminar

los detritus celulares que los scompaiian,

La operacién de colecta y traslado de embriones se
realizd con una pipets Pasteur, cuys punta posee un dif
metro aproximado de 150 micrémetTos, con la finslidsd
de colectar el minimo medio posible junto con los embrip

nes cuando estos son transferidos.

-19-



Tabla 1.- Cronoloyfs del desarrollo embrionsrio en las

etapas de preimplantacibédn de la rata.

Dfs de predez (°) Estadfos Embrionsrios

AM..vveeeves. Ovulos recién fecundados

UNo
PMeveeereesas una célula +++
AM. ... .00 00e. dos células +++
Dos
Piluvreseensss cuatro células +
kkAM..;}i....n. cuatro células +++
TRES s ‘
‘ PMﬁ.z.i;..... custro células +++
‘1th;;:};;..... custro células +
CUATRO S
. PM{Q ‘vvvre. ocho células +++
A&}; Vivieas. mbrules +
CINGO. L
Pilasveressess blastocisto +++
AM.vvveev..s blastocistos elonpados +++
SLIS :

P

(°) Se considera como dfs uno de preiiez el df{s de 1s
deteccibn del tepdn vaginel., Bajo condiciones de monts
controlads. |
Frecuencis de obtencibn del estadfo émbribﬁario:

Neyor (+++) — ~Memor (+) -

. =20=



B.—= Medio de Colecta de Embriones.

El medio utilizsdo para perfundir el oviducto del
gnimal y colectar los embriones fue la solucién fosfats
de de Dulbecco (PBS), de lsboratorios Difco, suplementa
da con 1 gr/lt de glucosa, 0.028 gr/lt de piruvsto de
sodic, 100 UI de penicilina G sbdica y 20 % de suero de
rats termoinactivada. En este medio los embriones perma
necen 10 minutos sproximadamente mientras son colocados

en los sistemss de cultivo.
C.~ Medios de Cultivo.

La solucibn sslina con base en Barle modificada se
utilizé como medio de cultivo de embriones después de
heber sido suplementads con los diversos suplementos nu

tritivos,
Ests solucién fue enriquecids con glucoss 1 gr/lt,
biecsrbonato de sgodio 0.35 gr/lt, piruvato de sodio 0.028

gr/lt y penicilins 100 UIL.

Adenés fue suplementada con 20 porciento de les

fuentes nutritivas de manera individual. Siendo estas:
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8) suero de terners, b) suero de rata prefiads, c¢) suero
de ternera, d) suero fetal de terners, e) albfimina séri
ca bovins, f) suero humeno, g) clere y yema de huevo y

h) sgar,

Todos los suplementos séricos arriba mencionados

fueron inactivados 2 56'C por 30 minutos.

Todos los embriones antes de ser cultivados son la
vedos con el medio en el que permsnecerdn, con le fina-
lidad de eliminar los restos salinos y protéicos del me
dio de colects, La transferencis de los embriones a los
medios de cultivo se reslize con ls ayuda de una micro-
pipeta cuyo diémetro es de 150 micrdmetros esproximaedes -

mente y se ermplea un volumen de 5 microlitros.
D.- Sistemas de Cultivo.

Con la finslidad de obtener uns uniformidad en las
observaciones del desarrollo embrionario, los embriones
siempre fueron colectados @ les 17 horas del cusrto dfe

de prefiez,
Fl sistema de cultivo empleado fué el de la micro-
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Tabls 2,- Caracterfistices morfolégicas tomadas en cuents

para la clasificacién de los embriones (8,24).

1.~ Regulsridad embrionsria

2.- Tsmaiio del embrién

3.~ Esfericidad del embribn

4.~ Bspesor y fisuras de 18 zone peliicida

5.~ Temafio del espacio perivitelino

6,~ Presencis de restos celulsres en el espscio perivi-
telino

7.~ Integrided morfolbgica de los blastbé4meros

8.~ Opacided citoplasmética de los blsstbmeros

9.~ Nimero de blastbmeros no integrédos

10.- Grado de compsctacibén de los blsstbdmeros
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~gote, el cual ha sido descrito por Brinster (4,5) en

1965, y que consiste bésicamente en colocar pequeiias £0
tas de medio de cultivo (de 0.05 & 0.10 mililftros) so-
bre una caje de Petri de vidrio, previemente siliconiza

da, y cubiertas con aceite de parafina 1l{quida.

El cultivo de los embriones se reslizbd a 27'C en
una estufs s temperstura controlads, por un lapso de 24

horas. ¢«

BE.- Desarrollo Embrionario.

En cads tratamiento se colocaron diez embriones
morfoldgicemente buenos, seleccionados sl azar, del
conjunto colectado de ocho hembras; repitiendo cads
evento cinco veces. La observacién cel desarrollo embrig
nario se efectud sl dfs siguiente gl que fueron cultivs

dos.

Al considersr los estudios reslizsdos Znteriormente
en el laboratorio, se ha visto que los embriones de ra-
ta de ocho célulss, cultivados in vitro, uns vez que hsn
slcanzado le etaps de blastocisto si no son transferidosg

al lumen uterino de uns hembrs receptora, sufren una

Dl



contraccién, lo que hace que sean fécilmente confundi -
bles con el estadfo de mbrula. Ests similitud no indica
la falts de desasrrollo embriocnsrio, sino mss bien la

adquisicién de uns morfologla semejante debids 8 una co

lapeacibn,

Sin embargo, con bese en las observaciones constan
tes llevedss 8 cabo durante el presente trabajo fue po-
sible dicernir entre une mérula y ur blsstocisto contrai
do, estas caracteristicas son; la contraccibén del embribén
dentro de la zons pellcida y la sdquisicién de formas
slargedes de sus células de le periferia (células trofo

blasticas).
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V.~ RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del cultivo embrionario obtenidos
en el presente trabajo, se encuentran expuestos en 18
(Gréfics 1), en donde se observan los porcentajes de de

sarrollo de los embriones de rata.

En las lémines fotogréfices (Léminas 1 y 2) se
presenten las caracteristicas morfolégicae que los
embriones adquirieron a lo largo de su cultivo en los

diferentes suplementos nutritivos.

De los suplementos estudiados, 1s clare y yems de
huevo, 8s{ como el agar, fueron los finicos que impidie
ron el desarrollo de los embriones; encontrandose, que
los demés suplementos permitieron en diferentes porcen

tajes el crecimiento de ectos,

De lag observaciones realizadas durante el pre -
gente estudio, csbe ressltar que los embriones culti-
vados en el medio que posefs albimins sérice bovine
sufriéron una descompsctacién parcial de sus blastéme

ros.
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El suplemento nutritivo de rsts prefada d4ib el
porcentaje més slto (82 %) de desarrollo embrionmsrio,
lo cual se podris explicar por el hecho de que sdemés
de ser homblogo, probeblemente posee factores (hormonss)

que facil{tsn el dessrrollo embrionsario.

De maners genersl todos los suplementos séricos,
esceptusndo 1ls slbimins, dieron resultesdos favorables

en el cultivo de embriones.

Como ya se menciondé anteriormente, el suerc es une
mezcls comnleja de muchos compuestos, los cusles se
encuentrsn ain pobremente carscterizados, lo cusl hace
muy diffcil poder determinar de meners especifica cusal
6 cueles elementos que conforman lss diversss fraccio -
nes influyen de meners directa en el crecimiento embrio

nario (3).
Sin embargo es posible decir que un suero homdlogo
es més spropisdo pars el cultivo de embriones de ls

misma especie.

No existen diferenciss porcentuales'en los resulta

dos obtenidos con loa embriones cultivados en el medio
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suplementsdo con suero fetal de terners y suero de terne
ra (S4 %y 52 " respectivamente), por lo que la eleccién
pera su utilizacién en un momento dedo podris estable -

cerse por la facilidad de su obtencibén y costo.

En cuanto 8l porcentaje de desarrollo embrionario
obtenido con el suero humano {74%), seris un poco difi-
cil poder determinar cusl componente (es) esta fsvore -

ciendo dicho crecimiento,

Allen y col (1) reportan haber obtenido un dessrro
1lo in vitro de mbérules de bovino msyor cuendo suple ==
menteron el medio con suero de novillo en comparscién
con el suerc fetsl de ternera, los sutores sugieren que
lo anterior puede ser debido & la existencis de algin
componente (es) promotor del crecimiento en el suero de
novillo, el cusl, puede estar ausente & parcislmente
presente en el suero fetal de ternera. Actualmente Allen
¥ col estan encaminando sus estudios paras esclsrecer la

naturalezs quimica de dicho componente (es).
Lo anterior es de sumo interés si se desea extrspo

1lar los resultados obtenidos en el presente trabsjo pa-

ra el cultivo de embriones de especies domésticas,_debi
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~-do 8 que exfiste una tendencia 2 utilizer alblimins séri
ca bovina & el suero fetsl de ternera como medios exclu
sives e idéneos pars 1ls colecta de embriones de estas
especies., Sin embargo con lo observado & lo lsrgo de es
te trabsjo cebria la posibilidad de emplear suerc de
ternera como una fuente importsnte de proteins pars un
medio de recoleccibn, el cuel resultarf{s més econdémico

que los snteriormente mencionados,

Tabla 3.- Resultados obtenidos del cultivo de embriones
de rsta Wistsr en la etapa de ocho células (mérula) en
la solucibén salina con base en Earle enriquecids con
diferentes suplementos nutritivos.

B; embriones desarrollados @ blestocisto,

M; embriones que permanecieron en el estadfo de mébruls,

D; embriones que degeneraron durante el cultivo,

Suero de Rata (64%) Suero de Rata Prefiades (82%)
Estadio No de replicas Estadio No de replicas
Embrionsario 1253545 Embrionario 12345

B 76676 B 79889
M 34324 M 21211
D -=11-=- D l1~--1-
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Suero de Ternera (52%)

Estedio No de replicas
Embrionsrio 1 2 3 4 5

B 64655

M 326455

D R

Albimins Sérica B. (35%)

Estadio No de replicas
lEmbrionario 1234

B 4 4 33

M 6676

D ---1
Clsrs y Yema de H. (0%)
Estsdio No de replicss
Embrionsrio 12 3 4 5

B — - = e

M 910 108 9

D 1--21

Suero Fetal de Terners (54%)
Estedio No de repliceas

Embrionerio 1 2 34 5

B 75645
M 34464
D -1--1

Suero Humano (74%)
Estadfio No de replicss

Enbrionsrio 1 2 3 4 5

B 87895
M 232165
D ee e - -
Ager (O%)
Estedfo No de replicas

Eﬁbrionario 12345

B | =ememme-
M 62377
D 48733
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Gréfics 1.~ Porcentajes de desarrollo embrionsrio obte-
nidos con diferentes suplementos nutritivos.

Letras diferentes representsn diferencias estadisticas
gignificatives. Ji Cuadrada.

SR-ESRP; ST-SH; SFT-SH = P 0,05
SR-ASB; SRP-ST; SQRP-SFT; SRP-ASB; SH-ASB = P 0.01

% de blastocistos

desarrollados
100 A
90 -
82
80 J
(d) L
d
704 6y (cd)
(be)
60
1 52 ()
(8b)
50 5
8
301
204
104
0,0 0.0
°SR SRP ST SFT ASB SH H A
° Suero de Rata (SR) Albfimina Sérica Bovine (ASB)
Suero de Rata Pre.iads (SRP) Suero HYumano (SH)
Suero de Terners (ST) glers y Jema de Huevo (H)

Suero Fetal de Terners (SFT) Agar (A)
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LAMINA FOTOGRAFICA I

A) Embriones normales de ocho células cultivsdos en di-
ferentes suplementos nutritivos,
1)
B) Embriones desarrollsdos a blastocistos cusndo fueron
cultivados in vitro en diferentes suplementos nutri-

tivos.

-32a



LAMINA 1: A) BMBRIONES NORMALES DE 8 CELULAS




LANINA FOLOGRAFICA 2

4) Embrlones que no se desarrollavon cuando fueron culti
[
vados en diferentes sunlementos nutritivos.;

B) Embriones que degeneraron durante su cultivo en dife
rentes suplementos nutritivos,

—Blhe




LAMINA 2: EMBRIONES NO DESARROLLADOS

oy
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VI,- CONCLUSIONES

1"'

20-

El cultivo de embriones de rats en el laboratorio
se ve favorecido cusndo se emplean sueros homblo-

gos y suero humano,

El suero de ternera y suero fetsl de terners favo~
recen el desarrollo de los embriones de rats, estos
'sueros presenten ls ventajs de su bajo costo y de
su mayor disponibilidad en conmparacibn con los di-
ferentes suplementos nutritivos utilizados en el

presente trabajo.

Los suplementos clars y yems de huevo, ss{ como el
agar no permiten el desarrollo in vitro de los

embriones en el laboratorio.

Embriones cultivados en medios suplement3dos con
albiimine gérics bovina sufren une alts descompacta

¢ién celular,
El suero de rata prereds fue el medio utilizado que

mayor vorcentaje de dessrrollo embrionsrio dié, ocy

pando el segundo lugar el suero humsno,
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€.~ Entre el suero de rata, suero de ternera y suero fe
tel de ternera no hubo diferenciss estadisticas
significativas, ocupando estos tres medios el tercer

lugsr entre los suplementos nutritivos utilizsados.

7.- Bl suero 8l ser una mezcls compleja de muchos
compuestos y encontrandose actualmente pobremente
caracterizados, hace diffcil poder determiner cual
(es) de estos fasvorecen 6 restringen el desarrollo

embrionario.

Con los conocimientos que se adquieran con este ti .
po de trasbsjos, serd posible determinar los requeri -~
mientos minimos indispensables psra el cultivo in vitro

de los embriones de las especies domésticas,
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