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RESUMEN

Con el fin de conocer las tasas de concepciédn que se
'pueden iograr en México con la transferencia no quirurgica de
embriones bovinos frescos y congelados - descongelados en
estadios de Mérula, Blastocisfo temprano Yy Blastocisto, calidades
1,2 y 3 y compararlos entre si para establecer cuales de éstos
ofrecen wmayores posibilidades de gestacién se realizaron 1,203
transferencias en el Centro de Mejoramiento Genético y
Transplante de Embriones -~ LICONSA . La recoleccién de embriocnes
se realizé por el método no quirfirgico con Solucién de Dulbecco
Fosfato - Salina Bufferada con 0.2 N de AlbGmina sérica bovina;
la evaluacidn embrionaria fué con la. técnica de Evaluacién
Morfolégica y la congelacidn, cuando se realizé, se llevé a cabo
con una miquina congeladora de embriones RPE Freezer. Los
resultados fueron analizados con una prueba Exacta de Fisﬁer y se
discuten los halliazgos de la sincronia embrién - receptora,
calidad embrionaria y si sufrierédn el proceso de congelaciébn -
descongelacidn o no; .encontridndose que con los embriones
evaluados en estadio de Blastocisto, frescos y clasificados como

calidad uno se obtuvo la mejor tasa de concepcidén { 62. 5 % ).




INTRODUCCION

México en los Gltimos afios ha tenido una balanza comercial de
la 1leche Q productos licteos deficitaria, siendo para 1980 de
38.6 millones de dblares y en 1985 de 151.1 millones de délares ({
25 ); Y no obstante el fuerte incremento que han tenido 1las
importaciones de leche, la poblacién con ingresos inferiores al
salario minimo sufre un déficit de casi 50% respecto al consumo
minimo recomendable ( 35 ). Para satisfacer esos minimos
recomendables habria que producir 2.5 millones mas de litros de
leche diariamente, equivalentes a un aumento del 12% de 1la

disponibilidad actual { 25 }.

Para resolver dicho déficit se requiere: aumentar el namero de
animales . en explotacién y/o aumentar la produccién de leche por
ahilal { 2B ). Para lo cual es necesario aprovechar al maximo
todos los recursos tecnoldgicos como lo es, entre otras prActicas
zootécnicas, la transferencia de embriones; misma que permitiria
mejorar la calidad genética del Hato Nacional reduciendo el
intervalo generacional ( 8, 34 ) e incrementando la intensidad de
" seleccién ( 33 ) ademas de ser un medio efectivo para importar
ganado con alto potencial genético ( 34 } y ofrecer perspectivas
atn en fase de desarrollo muy atractivas como la produccién de

geataciones con embriones bipartidos o sexados ( 8, 21 ).




8in embargo aun cuando la transferencia de embriones es ya una
" técnica comercial debe ser eficlente en cuanto a costos y
. resultados y uno de los pardmetros quizis el més importante para

medir dicha eficiencia es el porcentaje de concepcién.

Existen varios factores que afectan el porcentaje de gestacidn
en la transferencia de embriones siendo los principales : estadio
del embrién,calidad morfoldgica y si se transfiere en fresco o
congelado-deascongelado ( 31 ) .Donalson ( 5 ).Liehman y Fulka ( 23
)}, Linder { 24 ) asi como Newcomb y Rowson { 27 } mencionan que
es mds conveniente poner atencidén en la sicronia estadio del
embrién - receptora que en la sicronia donadora - receptora Ya
que encontraron diferencias significativas entre los porcentajes
de coﬁcepcién logrades con 1los diferentes estadios de los
embrionea, reportando Hasler et al. ( 17 ) un 71.08, 77.0% Y
75.0% para los estadios de Morula, Blastocisto temprano y
Blastociato respectivamente (P < 0.025 ). Por otra parte Heyman (
17 ), Elsden ( 10 ), Hasler et al.( 17 )}, Takeda et al.( 35 ),
shea ( 32 ) y wright ( 36 ) observarén que la sobrevivencia del
embrién transferido dependen de la viabilidad de las células de
éste, la cual 8e pretende establecer en base a la evaluacién
‘mortoldgica { 24 ); encontrando Donaldson { 5 } una reduccién del
13.3 % en los porcentajes de concepcién por cada disminucién de
la calidad del embrioén. En cuanto si se transfieren embriones
" frescos o congelados - descongelados Heyman { 18 ),Leibo ( 22 ),

Liehman y Fulka ( 23 )} se percataron que con embriones que




sufrian el proceso de congelacién - descongelacién se obtenian
menores porcentajes de concepcién notificande Screenan y Diskin (
31 ) que el método mas eficiente de congelacidédn - descongelacién
mata del 10 al 20 % de los embriones empezando las pérdidas en
aquellos de baja calidad.

Par 1lo anterior ¢ cuales embriones transferir ? L en
que estadios 7?7, ¢ Que calidades ? y si ¢ frescos v/o
deacongelados ?. El conocimiento de los tres factores arriba
considerados bajo las condiciones actuales de nuestro pais, puede
ser de utilidad para predecir porcentajes de éxito en 1la

transferencia de embriones ( 5 ).

El Centro de Mejoramiento Gen&tico y Transplante de Embrionea-—
LICONSA cuenta con las condiciones propicias para desarrollar 1la
transferencia de embriones a nivel comercial masivo en México por

lo cual puede ofrecer un marco de referencia.

El objetivo del presente trabajo ea determinar los porcentajes
de concepcién logrados en dicho Centro con la transferencia no
quirtrgica de embriones frescos y congelados - descongelados en
estadios de Mérula, Blastocisto temprano y Blastocisto, calidades
1, 3 ¥y 3 y compararlos entre sl para establecer cuales de éstos

ofrecen mayores posibilidades de concepcidn.

La técnica de transferencia empleada fué la no-quiragica vy
para la evaluaciétn de 1los embriocnes se empleo 1la llamada
“Evaluacién Morfolégica" por coﬁsiderarse las mis ficiles de

emplear en condiciones de campo { 6,9 ).




Cuando se refiere en el presente trabajo a embriones frescos
{(F) se trata de aquellos embriones que se transfirierdn sin haber

sufrido un proceso de congelacién - descongelacién ( C-D ).

- La Evaluacién Morfolégica utiliza nfimeros para designar 1los
estadios embrionarios asi a las Morulas se les identifica con un
4, a los Blastocistos tempranos con un 5 y a 1los Blastocistos con

un 6 misma nomeclatura que se empleard en el presente trabajo.*

* Los nGmeros 0,1,2 y 3 identifican : zona pelficida sin ningGn
contenido, évulo, embrién de 2 hasta 16 células
aproximadamente y Mérula temprana respectivamente (24).




MATERIAL Y METODOS.

Lﬁs embriones se obtuvieron en el Centro de Mejoramiento
Genético y Transplante de embriones ( CEMEGEN )} - LICONSA,
ublicado en Tepotzotladn, Estado de México., dentro de las
coordenadas 19% 43' Latitud Norte, 94% 14' Long. Oeste ; con una
altitud de 2,450 m.s.n.m. bajo condiciones de un clima templado
subhimedo co? gipvias en verano C (WO) (W) b (1) con una
variacidén l;di; de temperatura 5 a 24 2 C y con una

precipitacién de 610.6 mm. ( 15 ).

Dichos embriones se obtuvieron dentro del programa normal de
trabajo qQque el mencionado Centro 1lleva a cabo Yy Que a

continuacién se describe.

S8e utilizan como donadoras vacas y vaquillas ( entendiéndose
como é8tas a animales qgue no hayan parido ) de buena calidad
genética ( 13, 30 ) de las razas Holstein Friesian y Pardo 8Suizo

Americano.

Dichos animales son sometidos a deteccién de estro por
personas capacitadas para ello dos veces al dia, al amanecer y al
anochecer ( 30 ) y una vez que han pregsentado por 1o menos dos
calores regulares se procede <a su seleccién y designacién de
dogsis sauperovulatoria, la cual ocurre del sexto al décimo dia

después de haber presentado el dltimo estro ( 30 ) tomando los




siguientes criterios: deben estar en perfecto estado de salud (
8,30 ), no gestantes y con la presencia de un cuerpo hemorragico
o lateo funcional en cualquier de sus ovarios ( 1,8 }. Cumpliendo
e;os requisitos los animales se superovulan utilizando Hormona
Foliculo Estimulante - 1 - ( F.8.H.-P. ) en d6sis que varian de
24 a 50 mg dependiendo de 1la edad y/o peso del animal y de como
hayan respondido a tratamientos previos en el casc de habérseles
superovulados antes, La cantidad total de F.8.H.- P. -1 -
degsignada por animal se éplica en un régimen de dogis
decrecientes a lo largo de cuatro dias con intervalos de 12 hrs
aplicando al tercero Dinoprost - trometamina - 2 - 25 mg en 1la
mafiana y 25 mg en 1a tarde ( 1 ). Se espera que los animales
entren en celo al quinto dia después de iniciado el tratamiento (
8 ). Se procede a inseminar artificlalmente a los animales dona-
dores a las 12 y 34 hrs después de habérseles detectado el estro
{ 2 ). Para 1o anterior se usa semen proveniente ds toros
probados congelado en pajilla francesa ( 2 ). Al séptimo dis
después de haber presentado el calor las donadoras se recolectan
los embriones utilizando el método no quirtgico ( 9 ) ﬁaru lo

<cual

— 88 inmovilizan en una trampa de manejo ( 6 ), en donde se 1les

1 Schering Co.

a "hu;alyae“ Tuco.




realiza la asepsia de la regién perivulvar abarcando el area
para hacerles la analgesia epidural ( 6 ) ( la cual se hace
utilizando lidocaina al 2% preparada en el CEMEGEN]},

- ge introduce por la vulva del animal una sonda Foley -~ 1 -
del calibre adecuade ( 18 a 22 ) a la cual : se le da
rigidez por medio de un estilete de aceroc inoxidable, se le
protege con una camisa sanitaria de plastico { 1la cual se
rompe al " conectar " la sonda con la o8 externa del cérvix
) ¥ se le manipula mediante una mano introducida en el recto
de la donadeora { 6 },

- la recoleccién se hace primero en el cuerno uterino ipsilateral
al ovario c¢on mayor respuesta { aguel Qque a la palpacién
presente ellnayor nimerc de cuerpos lteos ) {( 6 },

- la sonda se fija al cuerno mediante el globo de la misma (
procurando que quede colocado a la altura de la curvatura mayor
de dicho cuerno ) ( 6 1}, )

- heche 1l¢ anterior se retira el estilete y la sonda se
conecta a una manguera “tigon® la cual en uno de sus
extremos se une al filtro concentrador de embriohes - 2 - y el
otro extremno al frasco que contiene el medio de
recoleccién ( Solucidén de Dulbecco Fosfato - Salina Bufferada -
PB8 - 3 - ; con 0.2% de albGmina sérica bovina )} ( 6 ),

1 Adex
2 Em. Con.
3 GIBCO




- se permite la entrada del medio hasta dilatar medianamente el
cuerno uterino dAndole posteriormente un masaije gentil.
Terminando é&ste se deja salir el medic hacia el filtro vy ae
.repite dicha operacién aproximadamente 5 veces ( 6 )},

- se repite el mismo procedimiento para el otro cuerno uterino.

Una vez concluida la recoleccién se procede a la bnsquéda de
los embriones en el laboratorio vaciando el contenido del filtro
en una caja de Petri cuadriculada con capacidad de 50 ml ( 6 ),
en donde ge realiza la busqueda de los embricnes a 12X en un

microscopio estereascopico.

Una vez localizaaos los embriones son evaluados por técnicos
capacitados para ello a 50X en un microscopio estereoscopico ( 6
}. Para realizar lo anterior se usa la técnica de Evaluacién
Morfolébgica ya que las pruebas de exclusién de colorantes,
medicién de actividad enzimitica, captaciédn de glucuosa y las
tinciones vitales son de poco valor para 1las condiciones de
transferencia en campo ( 24 ). Se considera un embrién en estadio
Mérula ( Mérula tardia compacta ) cuande los blastémeros,
aproximadamente 64, se hayan unido formando una masa compacta que
ocupe dal 60 a 70% del espacio perivitelino ( 7, 24 ). A un
embridén en estadio de blastocisto tempranc {( 5 ) cuando exista

una cavidad llena de liquido ( Blastocele ), el embrién de una



apariencia general de anillo que ocupe del 70 al 80% del espacio
perivitelino y que pueda ger posible una diferenciacién visual
entre el trofoblasto y la masa de células interma ( 7,24 ). A un
embrién en estadio de Blastocisto ( 6 ) cuando exista una
pronunciada diferenciacién de las capas trofobléstica externa Yy
la mayor compactacién de la masa de células interna as!l como

cuando el blastocele ccupe la mitad o mas del embridn {( 7,24 ).

Para evaluar la calidad embrionaria se utilizan los siguientes
parimetros: forma,color,nfimero y compactacién ceiular, tamafio del
espacio perivitelino,ndmero de células extruidas y degeneradas vy
ndmerc ¥y talla de 1las vesiculas ( 7,26 ). Se le designa a un
embrion la calidad 1 cuando es esférico, simétrico,con células de
talla,color y textura uniforme que tenga mas del 98% de las
células de la masa celular aparentemente activas y sanas y no
existen blastémeros extruidos ( 7,26 ). La calidad 2 cuando
tienen de 70 al 98% de las cé¢lulas de la masa celular
aparentemente activas y @eanas, tengan pocas imperfecciones
triviales como escascs blastémenos extruidos,ligera forma
irregular y con pocas vealculas ( 7,26 ). La calidad 3 cuando
tienen menos del 70% de las células de la masa celular
aparentemente activas y sanas, problemas definidos pero no
severos coRO presencia de blastémeros extruidos, vesiculacién vy
algﬁnan células degengradaa { 7,26 ). La calidad 4 t o
degenerado ] cuando existen numerosos blastdmeros
ixtruidos.celulas de tallas variables y/o degeneradas asi como

- numerosas y grandes vesiculas ( 7,26 ).




Para 1la busqueda y la evaluacién de los embriones se utiliza

como medio de mantenimiento PBS,

 Para transferir en "fresco" se emplea PBS + 0.4% de AlbGmina
sérica bovina ( ABS ){ previo "lavado" de éstos en 10 gotas de
dicho medio ) ( 3 ). El mismo medio se utiliza para transferir

los embriones descongelados ( 3 ).

Los embrioneas que 8e seleccionan para ser congelados son
calidad 1 v 2 ( 3 ) y para hacerlo :

~ se "lavan" los embriones pasindolos por diez gotas de wmedio
de  wmantenimiento ( 3 ),

- S8e ponen en PB8 + 0.4% de ASB +10% de glicerol durante 10
minutos ( 3},

- se colocan en pajillas francesas de 0.25 cc para lo cual: se
succiona una columna de medio de congelamiento, una burbuja
de 3 a 4 wm, otra columna de medio de aproximadamente 15 mm,
una segunda burbuja de aire y una cclumna de medio en
donde se coloca el embrion. Esta ﬁltiFa columna deja en
el extremo de la pajilla un _olpacio de 15 mm, 'ninilo.
Se 8ella el extremo por calor ( 3,

- "smpaijillados" los embriones ae colocan en una méguina
congeladora de embrionces - 1 - manual.Para proceder a s8su
congelacién: se empieza a 0 grados C bajando 1.0 grados C
/wmin hasta llegar - 7 grados C, de induce la ecristalizacién
con pinzas de diseccién previamente enfriadas en nitrégeno
liquido ( la‘pnjilla 8e pinza a nivel del menisco superior de

10




la columna que contiene el embridén ), se mantiene la
temperatura a - 7 grados C durante 10 min con el fin de
permitir un tiempo amplic para la cristalizacién, cumplido el
tiempo se baja 1la temperatura hasta -30 grados Centigrados a
una velocidad de 0.5 grados C /min, a - 30 grados C 1las
pajillas se sumergen inmediatamente en un recipiente

convenientemente lleno de nitrdgeno liquido (14 ).

‘Para descongelar: se gaca la pajilla del termo con nitrégeno,
se deja transcurrir 6 seg y se coloca en agua a 37 grados C por
20 seg. Se localiza el embridén dentro de la pajilla y sé saca de

esta poniendose, secuencialmente, por las sigulientes soluciones:

~ PBS + 0.4% de ASB + 6% de glicerol + 0.3 molar de sacarosa,
— PB8 + 0.4% de ASB + 3% de giicerol + 0.3 molar de gacarosa,
~ PBS + 0.4% de ASB + 0.3 molar de gacarosa, Y

— PBS + 0.4% de ASB ( 3 ).

1 RPE Freezer



El embridn permanece 5 min en cada una de ellas ( aprovechando

éste tiempo para hacer su re—evaluacién ) ( 3 ).

. Los embriones a loa que hace referencia el presente trabajo
fuerétn transferidos en el CEMEGEN a animales ( "receptoras" ) que

presentardn calor 6.5 a 7.5 dias antes ( 11 ).

Los embriones que se transfieren en el CEMEGEN se colocan en
pajillas de 0.25 cc de la ' siguiente manera:me succiona una
columna de medio de 1 ca apréxinadalente { la cual toca uno de
los algodones de la pajillia }, una burbuja de aire de 0.3 a 0.4
cm, otra columna de medio, otra burbuja de aire, una colusna de
medio de aproximadamente 3 cm ( donde va el embrién ), otra
-burbuja de aire y se termina el llenado de la pajilla con una
Gltima columna de medio ( 3 ). La pajilla se acomoda en un
aplicador de Cassou para transferencia de embriones, cubriéndose
éste con una funda ex-profeso y a ésts se le protege con una
camisa sanitaria de plastico. Se lleva al animal a trapnsferir, el
cual previamente se inmoviliza en una trampa y se le provoca la
anagelsia epidural ( anterior asepsia del area - abarcéndo la

regién perivulvar - )} (11 ).

El aplicador de Cassou se manipula con una mano introducida en
8l recto de 1la receptora, Se rompe 1la camisa sanitaria al

"conectar® 1la os externa del cérvix, se conduce hasta ilcau:lr'

12




el cuerpo uterino y de ahi al cuerno ipsilateral al cuerpo lateo
4 previamente dilagnosticado |} procurande no lastimar el
endometrio ( 11 ). La receptora ademds de haber tenido un cuerpo
lGteo funcional debié cumplir con los siguientes requisitos
haber presentado por lo aenos dos calores regulares y estar en

~ perfectc estado de salud ( 8,30 ).

Desde la recoleccién, en caso de embriones frescos, o desde la
descongelacién a la tranaferencia se procurd que - ho

transcurrieran sds de 2 hra ( 3 ).

Los diagndsticos de gestacién se hicieron por examen
tocolégico'a los 45 dilas después de realizadas las transferencias
{ .37 ). Los resultados de gestacién por estadio y calidad para
embriones fregcos y congelados-descongelados se analizarén

utilizando la prueba exacta de Fisher ( 26 ).

13




RESULTADOS

Se realizaron 1,203 transferencias : de los cuales 831
fueron con embriones en egtadip de Médrula, 225 en estadio de
Blastocisto temprano y 147 con Blastocistos. De 1las 1,203
tranaferencias 588 fueron utilizando embriones frescos Yy 615
embriones congelados-descongelados, 166 de calidad uno, 885

calidad dos y 152 calidad tres.

Los porcentajes de concepcidn logrados son los que se eexponen
en lag tablas namexo 1 Yy la, en donde se¢ observa que el mejor
procentaje de gestacidn se obtuvo con los embriones ( 6-1 )F, Yy
en orden decreciente con los ( 5-3 )F, ( 6-23 )F, ( 51 Y y |
5-1 }c es decir las cuatro meiores tasas de concepcidn se
lograron con Blastocistos y Blastocistos Tempranocs. También en
dichas tablas puede observarse gque los embriones frescos
obtuvierdn mejor porcentaje de gestaciodn que los congelados; que
existidé un decremento en los porcentajes conforme lo hubo en las
calidades y que 1los Blastocistos lograrén mejores tasas de
gestacidn que los Blastocistos tempranos y éstos, a su  vez,
que las Mérulas. '

Observando 1la Tabla del Anexo. Podemos notar que existid
significancia estadistica { P <0.05 } entre los porcentajes de
gestacidén logrados con los embriones fresces y congelados ; entre
los Blastocistos Y los Mbdrulas ; entre los {( 5-3 )Fy log { 6-3
IF ; entre los ( 6 — 1 })F vy los ( 6-3 )F ; entre los {( 6-1 })F y

H

los8 ( 6-3 F. }; entre los ( 4-1 )C y los ( 4-3 )C ; entre los ( 4-
2)1C vylos { 4-3 )C y entre los ( 4-2 )F y los { 4-3 jc.

14
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EL NUMERO ENTRE PARENTESIS INDICA EL NUMERO DE OBSERVACIONES
REALIZADAS.

EL NUMERAL DEL -MEDIO INDICA EL NUMERO DE OBSERVACIONES CON
RESULTADO EXITOSO.

15




TABLA NUMERO 1 A,

PORCENTAJES DE CONCEPCION

LOGRADOS CON EMBRIONES BOVINOS TRANSFERIDOS NO QUIRURGICAMENTE.

ES8TADIO 4 5 6
: {M6rula) |[(Blast.Temp.)|(Blastociato)

{438) {109) {(41)

FRESBCOS 180 416 17
41.096% 43.202% 41.463%

{393) (116) (106)

CONGELADOS 120 45 43
30.534% 38.793% 40.566%

EL NUMERO ENTRE PARENTESIS INDICA EL NUMERO DE OBSERVACIONES

REALIZADAS .

EL NUMERAL DEL  MEDIO INDICA EL 'NU!‘_!BRG DE  OBSERVACIONES CON

RESULTADO EXITOS0.

——————n . ] 6



DISCUSION

‘ En el presente andlisis se observo, cuadro 1, que
excepto con los Blastociato tempranos frescos los menores
prbcentajes de concepeiédn fueron con los embriones calificados
como calidad 3 aunque sélo hubo. significancia estadistica |
P¢0.05 ) entre los embriones : ( 6~-1 )F y { 6-3 IF; ( 6-2 ))F y
6-3 ) F; (4-1 ) C-Dy ( 4-3 ) C-Dy entre los { 4-2 ) C-D vy los
( 4-3 ) C-D. Los porcentajes de los calidad 3 congelados -
descongelados fueron los menores entre los estadios de Mérula \'d
Blastocisto temprano y en los Blastociasto s8si bien el menor
porcentaje fué con los embriones calidad 3 este no fue con los
- congelados - descongelados sino con loa freacos. Aunque entre los
embriones clasificados como calidad 1 ¥y 2 no se encontrd una
mejor tendencia hacia los calidad 1 en todos los casos (tabla del
anexo) como cabria esperarse, comparando los calidad 1 y 2 con
los calidad 3 s1i hubo una mejor tendencia hacia aguellos por 1lo
que se ve la conveniencia de la clasificacidén embrionaria y 1la no
posible transterencia de aquellos embriones clasificados como
calidad = 3. Quizas el que no se hfyan logrado siempre Vnojoros
tasas de prefiez con los embriones calificados como calidad 1 se
deba a que ¢l embridén al proseguir su desarrollo sea  capaz de
recuperarse de las imperfecciones que determinaron al técnico
evaluador clasificarlo como calidad 2 como de vez en cuando puede
obgervarse en algunos embriones. Ejemplo de lo anterior son
ciertas Mbrulas en donde se aprecia una masa celular bien

compactada ocupando casi un 70 & del espacio perivitelino no
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obstante de existir alguno o algunos blastdmerce extruidos Jos
cuales por su tamafio se pensaria que detuvieron su desarrollo en
un estadioc temprano de 2, 4 G 8 células, o en aquellos
blastociatos cuyo blastocele oprime a un blastémerc extruido
contra la membrana vitelina. Caso similar puede ocurrir en un
embrién clasificado como 1 pero al continuar con su evolucién
algdn o algunos de sus blastémerocs o células detienen su
metabolismo. Lo anterior puede ocurrir, quizés, debido a 1la
incapacidad de la técnica de evaluacién morfoldgica de determinar
con exactitud el grado de viabilidad del embrién ( 24 ). 8in
embargo cuando el daflo embrionario determinado por 1la técnica
abarque mis del 30 &, es decir el embrién presente :blastémeros
extruidos, vesiculacién y algunas células degeneradas; a pesar de
que el embrién pueda conducir a una gestacién sus probabilidades
tal vez sean.nenorea que los clasificados como calidad 1 ¢ 2.
(debido quizas al menor porcentaje de embriones que 1logran

recyperarse de tales dafios).

Aunque se reporta una disminucién del 13.3% en los
porcentajes de gestacidn por cada disminucién de la clasificacién
otorgada al embrion' { 5 } las disminuciones encontradas en el
presente trabajo fueron muy variables ( del 100 al 16.522%,
Tabla 1 |} e incluso entre las Mérulas frescas calidad 1 y 2,
. Blastocistos . tempranos frescos calidad 2 y 3 vy los Blastocistos

congelados calidad 1 y 2 se encontrarén aumentos {( Tabla 1 ).
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Solo si se engloban logs resultados de los embriones transferidos
por calidad ( Tabla 1, columna de la extrema derecha) sin
consideray estadic ni si fuerdpn transferidos freacos o
cohgeludog - descongelados los resultados muestran una
disminucién légica siendo esta de 5.942 & de los calidad 1 a loa
2.y de los calidad 2 a los 3 de 39.421 % .

En cuanto a las tasas de gestacién considerando si el embrién
fue sometido a un proceso de .congelacién - descongelaciédn o no
comparando el mismo estadioc y la misma calidad ( Tabla 1 ) se
observaron resultados variables. Se obtuvo desde una disminucién
del 1.785 & entre los Blastocistos tempranos calidad 2 lo que
concide con Elgden { 15 ) en donde reporta una pérdida en los
porcentajes de concepcién menores al 2 % debido a la congelacién
- descongelacién , hasta 68.181 % resultado también obtenido con
los Blastocisto tempranos en esta ocasiédn. calidad 3 y lo que va
de acuerdo con Sreenan y Diskin ( 31 ) los cuales mencionan que
seran mayores las pérdidas debidas a 1la congelacibédn -
descongelacién en aquellos embriones clasificados como de menor
calidad . 86l1lo hubo significancia’ estadistica ( P <0.05 )} entre
las M6érulas calidad 2 (Tabla del Anexo ). Se obtuvieron en dos
casos resultados mejores con los ' embricnes congelados siendo
estos con log embriones en estadio de Mérula clasificados como
calidad 1 y en los embricnes determinados Blastocistos de calidad

3 {(Tabla 1} . A pesar de ello cuando conjuntamos todos los
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resultados (Tabla 1 ) es decir sin importar estadio o calidad
sino solo sl fueron congelados - descongelados no se obtuve una
diferencia estadistica significativa ( PC 0.05, Tabla del Anexo )
favorable a los embriones tranaferidos frescos. La disminucién
en el porcentaje de destacibn debido al proceso de congelacién -
descongelacién fué del 18.16 & lo que estaria entre el rango del

10 al 20 % considerado como normal por la literatura ( 31 ).

En 1la observacién estadio - tasa de concepcién ( sincronia
embrién - receptora )} sélo se encontrd diferencia estadisticé
significativa ( P<0.05,Tabla del Anexo ) entre los embriones en
estadic de Blastocisto temprano y Blastocisto frescos calidad 3.
En la totalizacién de los resultados { Gltimo reglén de la Tabla
1 ) es decir no consgiderando calidad ni si fueron congelados -
descongelados se encontrd diferencia estadistica signficativa ¢
P <0.05 Tabla del Anexo ) entre los embriones en estadio de
Mérula y Blastociato &pto quizds a que los Blastocisatos
corresponden a un desarrollo més egperado al séptimo dia
denspués del estro que las Mdrulas. Lo anterior va de acuerdo con

'}a literatura gue reporta que existe mayor conveniencia en fijar
la aincronia embrién - receptora en vez de fijarla entre 1la
donadora -~ receptora ( 5, 23, 24, 27 ). Comc se menciond en los
iasultados se logrd el mejor porcentaje de concepciétn con loa
Blastocistos frescos calidad 1 ( Tabla 1 ) sin embargo al inicio
‘del  presente trabajo se pensaba que geria el gegundo mejor

porcentaje después del de los Blastocistos tempranos.
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Lo anterior se suponia puesto que los Blastocistos tenprahoa
corresponden a un desarrollo mias esperado al séptimo dia después
de haber presentado el estro la vaca { 7 ) pero hemos de
considerar que los Blastocistos tempranos sélo difieren de 1los
Blastoclistos en horas ya que a eatos se les esperar encontrar en
mayor porcentaje a los 7.5 dias después de haber manifestado el
celo 1la hembra ( 7,24 ). Cabe aqui mencionar gque a veces no se
logra determinar el inicio del estro al jigual que su final en 1la
hembra bovina. bDe todas formas un Blastocisto es un embrién que
ha mostrado cierta capacidad para seguir su desarrollo como
indica 1la diferencia estadistica significativa ( P «<0.05 )
encontrada en el presente trabajo entre los embriones en estadio

de Mérula y los Blastocistos.

8f bien no se alcazarén resultados tan favorables como en
algunos trabajos reportados ( por ejemplo en trabajo de Hasler et
al. - 17 ~ ) consideramos que fueron promisorios si coqsideranos
que las tasas de concepcidn logradas con inseminacién artificial

- al primer servicio son frecuentemente sélo del 50 & ( 20 ).

Aungue gestar a una hembra mediante transferencia de aembriones
resulta caro cuando se compara con el costo de gestarla utilizando
inseminacién artificial (S 469,500,ob * pesos hembra gestante por

‘medio de transferencia de embricnes contra § 132,544 * pesos
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hembra gestante por medio de inseminacidn artificial si
couside;amoa un costo de produccidn por embridbn de § 165,000 *
pesos Y $ 12,000 * pesos por cada transferencia requiriendo 2.7
embriones por gestacién y un costo promedio por dosis de semen de
S 66,272 * pegos necesitando 2 dosis para gestar una hembra;lo
anterior suponiendo un porcentaje de gestacién para la técnica
de transferencia de embriones de 37 % y para la de inseminacién
artificial del 650 % ) se matiza dicho costo cuando vemos el
posible cambioc genético para produccién de leche por afio que se
puede lograr con dicha técnica ( 1.8 a 2.4 % utilizando
transterencia contra 0.2 a 1l.1 % utilizando inseminacidn
artificial - 19 - ). El mayor cambic genético posible utilizando
la transferencia de embriones se debe, entre otras causas, al
menor intervalo generacional que se puede lograr con el emplec de
dicha técnica el cual también podria dar mayor margen  para
realizar ajustes en la produccién con el fin de hacer frente a
los cambios en la demanda y precios del mercado. Ajustes que por
otro lado son minimos en explotaciones con una sola 1linea de
produccién altamente especializada como lo es la lechera - 29 -

la técnica, ademéds, podria dar cierta diversidad a la empresa ).

£l hecho de que en ocasiones se havan obtenido mayores
porcentajes de éxito con embriones de menor calidad y con
embriones que sufrierén el proceso de congelacién -
descongelacién podria sugerir la existencia de otros factores

involucrados ( 24 ).
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CONCLUSIONES

La transferencia de embriones puede ayudar a mejorar lo

‘que menciona Hammond {( 16 ) como los tres factores principales de
la fertilidad de la hembra:

1 ) el nGmero de 6vulos liberados { ovulados )

2 ) el namero de 6vulos fertilizados y

3 ) el nimerc de embriones desarellados hasta el nacimiento,
factores importantes ya que inciden sobre la tasa reproductiva de
la especie aumentindola. Dicho aumento nos puede permitir reducir
el intervalo generacional ( 8,34 ) e incrementar la intensidad de
seleccién ya que ambas estan realacionadas entre si y dependen de
dicha tasa ( 33 ). Es decir la transferencia de embriones es una
herramienta més que nos puede permitir cambiar las frecuencias
genéticas 1o que puede contribuir a resolver el déficit de 1leche

mencionado en la introduccién del presente trabajo.

— Con 1la transferencia de eabriones gse pueden lograr tasas ™
comerciales ™ de concepcién con ventajas genéticas. )

- Es conveniente cuidar la sincronia embrién - receptora.

- La Evaluacién morfolégica es una técnica fitil para desarrollar
la transferencia de embriones a nivel de campo que nos permite
seleccionar los embriones més viables a utilizar para

transferir. '

- Quizés sea conveniente 1l1la no transferencia de lqu.llos-

embriones a los que se les clasifique comc calidad 3.
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- Los embriones congelados - descongelados ofrecen buenas tasas
de concepcidén 1lo cual es importante para la difusién de 1la
técnica.

- Aunque no estadisticamente significativa se observo en el
presente trabajo una mejor tendencia a proseguir su desarrollo
en los embriones en estadio de Blastocisto fresco Y

clasificados como calidad 1

Sserfa conveniente continuar con este tipo de andlisis para
poder determinar los factores que afectan 1los porcentajes de
gestaciétn de 1a transferencia de embriones no quirtrgica en

bovinos lecheros.
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RESULTADOS DE COMPARAR CADA PAR DE PROPORCIONES POR LA PRUEBA
EXACTA DE FISHER

COMPARACION
(4-1)F ; (5-1)F
(4-1)F ; (6-1)F
(5-1)F ; (6-L)F
(4-2)F ; (5-2)F
(4-2)}F ; (6-2)F
(5-2)F ; (6-2)F
(4-2)F ; (5-)F
(4-3)F ; (6-3)F
(5-3)F ; (6-2)F
(4-1)c ; (5-1)C
(4-1)Cc ; (6-1)C
(3-1)1C ; (6-1)C
(4-2)C ; (5-2)C
(4-2)c ; (6-2)C
(5-2)C ; (6-2)C
(4-3)C ; (5-3)C
(4-3)c ; (6-3)C
(5-3)C ; (6-3)C
(4-1)F ; (4-2)F
(4-1)F ; (4-3)F
(4-2)F ; (4-2)F
(5-1)F ; (S5-2)F
{5-1)F ; (5-3)F
{5-23)F : (5-2)F
CONTINUN . . .

PROPORCION
35.897 ; 50
35.897 : 62.5
50 : 62.5
43.413 ; 40
43.413 ; 52.174
40 : 52.174
30.769 ; 57.143
30.769 ; O
57.143 ; 0

40.351 ; 47.619

40.351 ; 34.483

A7.619 ; 34.483

31.119 ; 39.286

31.119 ; 45.588

39.286 ; 45.588

16 ; 18.182

16 : 22.222

18.182 ; 22.222

35.897 ; 43.413

35.897 : 30.769

43.413 ; 30.769

50 ; 40

50 : 57.143

40 : 57.143

aF CONCLUSION
0.583568 N.S8.
0.316963 N.S.
0.905612 N.8.
0.081214 N.S.
0.543669 N.S.
0.412352 N.8.
0.323857 N.S8.
0.070569 N.S.
0.02 8.
0.171789 N.8.
0.16295 N.S8.
0.149905 N.S.
20.187569 N.S8.
$0.188901 N.8.
>0.193548 N.8.
>0.654896 N.8.
*0.6 N.S.
>0.817337 N.8.
12 -
0,.490768x10 N.8.
0.293581 N.S8.
0.076486 N.S.
»0.3886 N.8.
0.7 N.8.
»0.41632 N.S8.

D ——————— 1]



COMPARACION

(6-1)F : (6-2)F
(6-1)F ; (6-3)F
(6-2)F ; (6-3)F
(4-1)C ; (4-2)C
(4-1)C ; (4-3)¢C
(4-2)C ; (4-3)C
(5-1)€ ; (5-2)¢C
(5-1)C ; (5-3)C
(5-2)C ; (5-3)C
{(6-1)C ; (6-2)C
(6-1)C ; (6-3)C
{6-2)C ; (6-3)C
(4-1)F ; (4-1)C
(4-2)F ; (4-2)C
(4-3)F ; (4-3)C
(5-1)F ; (5-1)C
(5-2)F ; (5-2)C
(5-3)F ; (5-3)C
(6-1)F ; (6-1)C
(6-2)F ; (6-2)C
(6-3)F ; (6-3)C
MORULA F,
BLASTOCISTO
TEMPRANO F,
MORULA F,
BLASTOCISTO
BLASTOCISTO
TEMPRANO F,

F,

PROPORCION
62.5 s 52.174
62.5 H
62.5 i o
40.351 ; 31.119
40.351 ; 16
31.119 ; 16
47.619 ; 39.286
47.619 ; 18.182
39.2086 ; 18.182
34.483 ; 45.588
34.483 ; 22.222
45.588 ; 22.222
35.413 ; 40.351
43,413 ; 31.119
30.769 : 16
50 i 47.619
40 i 39.286
57.443 ; 18.182
63.5 ;s 34.483
52.174 ; 45.588
[} ; 22.222
41.096 ; 42.202
41.096 ; 41.463

BLASTOCISTO F, 432.202

CONTINUA -. . .

41.463

2F

>0.51051
0.013072
0.007621

>0.097066
0.00958
0.037911

>0.305187
>0.171833
>0.225296

»0.2170
»0.532659
»0.250842

»0,308342
0.002112
20.0668%53
2»0.558637
»0.24522
»0,207391
20.2395638

>0.328707
»0.421053

»0.16723

>0.262147

>0.293472

CONCLUSION
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COMPARACION

MORULA C;
BLASTOCISTO
TEMPRANO 30.534

MORULA C:
BLASTOCISTO € 30,534

BLASTOCISTO
TEMPRANO
BLASTCOCISTO C 38.793

MORULA;
BLASTOCISTO
TEMPRANO 36.101

MORULA; i
BLASTOCISTO 36.101

BLASTOCISTO
TEMPRANO;
BLASTOCISTO 40.444

TOTAL

EMBRIONES F;
TOTAL
EMBRIONES C 41.326

F = PFRESBCOS

[

N.B.= NO BIGNIFICATIVA.

a.

(4-1)
(4-3)
(4-3)

(6-1})
(6-2)
(6-3)

= SIGNIFICATIVA

MORULA CALIDAD N.1
MORULA CALIDAD N.2
MORULA CALIDAD N.J

BLASTOCISTO CALIDAD N.1
BLASTOCISTO CALIDAD N.2

PROPORCION

38.793

40.566

40.566

40.444

40.816

40.816

33.821

= DESCONGELADOS-CONGELADOS

ar CONCLUSION

»>0.107898

>0.070600

>0.2106

>0.127157

<0.001895

>0.171441

<0.008559

a = 0.05

(5-1) BLASTOCISTO TEMPRANO CALIDAD
(5-2) BLASTOCISTO TEMPRANGC CALIDAD
{5-3) BLASTOCISTO TEMPRANO CALIDAD

BLASTOCYSTO CALIDAD N.3

N.1
N.2
N.3

1,08 PORCENTAJES SON CORRESPONDIENTES AL ORDEN COMO SE MENCIONAN
LAS COMPARACIONES .
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