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. RESUMEN

NORIEGA SORIANC RAYMUNDO.“Manuaf de " procedimientos de
laboratorioc en transrferencia de embriones'. (bajo ta direccion
de: MVZ.Arturo Sanches Aldana., ‘MVZ..Javier Valencia Mendez vy
MVZ. Ricardo Flores Castro.). :

La transferencia embrionaria és funa herramienta para el
Me joramiento Geneético Yy - reproduccion del ganado bovino,
requiere de una gran cantidad de pasoé que por su importancia
no deben de ser pasados por . alto. Este manual de Transferencia
Embrionaria es una gula para realizér las'siguientes tecnicas
que se describen a continuacidén, se inicia con la descripcidn
de las instalaciones, equipo y material. en . e] Aarea de
laboratorio.

En la técnica de lavado y esterilizacion de material, si se
efectua en una forma adecuada y correcta, se podrda reciclar
sin afectar al embrion y asi disminuir los costos de
produccion.

En la tecnica de coleccidn embrionaria, se eXxplica la
metodologia de como extraer el mayor numero de embriones de la
donadora.” una vez que se halla palpado 1la respuesta de
superovulacion.

La técnica de busqueda y evaluacion es una metodolegia en
donde se describe el lavado de los filtros recolectores, la
busqueda ' de embriones en la caja .-Petri 'y la 'evalu§ci0n
morfologica de los émbrionés.

En las tecnicas de congelacion y descongelacion se describe la



metodologia adecuada para ‘6n$érVar*1a:V1§biIidad ~embrionaria

&l cambiarlos de su-medio ambien




INTRODUCCION:

solucionar

uno . de

hato bovino con alta calidad geneti esarrollar esta

tecnica se emplean donadoras 606 51 a gai;dad'genética en la
produccién de leche o de carne. : : '

Estos animales son sometidos a tratamientos hormonales de
superovulacién y después son inseminados artificialmente
con semen congelado de toros, tambien con excelente calidad
genetica y 7 dias después se recolectan los embriones
producidos mediante un lavado uterino transervical ; estos
embriones se evaluan y procesan con tecnicas de laboratorio
para ser transferidos finalmente a un grupo .de hembras
receptoras. Este proceso puede ser repetido 3 veces al afio con
las donadoras, obteniendo asi un mayo} numero de crias de
estos animales: siendo entonces esta tecnica un instrumento
que coadyuvard a detener la caida en la produccion nacional de
leche y carne, asi come a disminuir las 1mportaciones.

La .elaboracion del sighiente manual de -laboratorio en la
transferencia embrionaria tiene el objetc de presentar un
trapajo en espaficl gque reuna Yy describa las técnicas
'ngcesarias §ara la coleccion, manipulacion, evaluacion,
congelacioén vy ~desc6nge1$c10n de embriones, apoyado en los

procedimientos que se aplican en el Centro de Mejoramiento



Genetico .y “Transferencia '~
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~ INSTALACIONES - EQUIPU.— MATERIAL "

Para .desarrollar la:tecnica‘de faboratoro enla ‘transférencia

embrionaria, sei'debei.contaricén - las: talaciones; ~equipo y

materiales necesarios

INSTALACIONES
Las instalaciones 1idispensables que se: hdédéhliutilizar en
el campo o bien para montar un laboratoribvedﬁip$q§; debevbdé
contar con los siguientes requisitos: 'k o i
1.— 'La temperatura ideal para trabajar los embriones ' en el
laboratorio debe de ser templada 22 a 25 °C, evitando los
cambios bruscos de temperatura, por 1o tanto las
instalaciones deben de estar bién orientadas o bieén contar con
un c¢lima artificial.
2.- L&s mesas de trabajo para: busqueda. evaluacion,
congelacion, descongelacidn y preparacion de medios se colocan
alejadas de las ventanas donde llegue la luz directa del sol
porque es perjudicial para los embriones.
3.— Una de las instalaciones primordiales dentro de un
Laboratorio es la utilizacion de una trampa que da el acceso
al medio externo y con ello evitamos las corrientes de aire
directas que causan contaminacion. Las instalaciones

' .

requérldas en el campo para evi;ar las corrientes de aire solo
se pueden controlar.cop una habitacion bien cerrada y con una

buena ventilacion.



Las instalaciones se-desinfectan con. sustancias.que =~ no sean

toxicas para los embriones, por“ejempyo

esinfeccion-de las

mesas de trabajo. se efectila utili ndo,alcphoi al 70%.

Los medios para los . embriones aborar en un sitio
adecuado. cuyas caracteristﬁ etallanen la tecnica de

elaboracion de medios:

poique se recomienda

pado’y. también el que se

Area de elaborécibn’détmédios
l.- Flujo laminar.
2.— Bascula analitica o granataria de precision.
3.- Bafio Mari1a.
4.— Filtros Millipore de 0.22 ¢ 0.45 micras.
5.~ Frascos de 500 y 1000 ml. esteriles.
6.— Probetas de vidrio Pyrex de 500 y 1000 ml esteriles.
7.— Matraces de vidrio Pyrex de 500 y 1000 ml estériles.
Sustancias
1l.— Agua bidestilada o tridestilada esteril,.
2'.— Suerc Fetal Bovino o Albumina Serica Bovina.
3.- Sobres de solucﬁon Burerada Fosfatada (PBS).
. .

.— Sacarosa.



—
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Glicerol.
Sulfato de Estreptomicina.

Penicilina G-Sodica.

Area de Coleccion embrionaria:’

Donadora gestante de 6.5 a 7.5 diasi
Agua para lavar el tren poster@br déiiébdonadora.
Jaula con sombra. L

Manguera Tygén.

Filtro Emm~Com.

Sonda Foley Adex con calibre FR 16, 18. 20, 22.

Medio Dulbbeco Fosfatado Modificado (PBS) de GYBCO,

adicionado con .4% de Albumina Seérica bovina ¢ 1% de suero

fetal inactivado.

8.— Prostaglandinas o analogos, Lutalyse, ovalise, etc.

9.~ Estilete para sondas Foley.

10.— Dilatador metalico servical.

11.—- Lidocaina al 3% (Anestesia epidural}.

12.—- Adaptadores para jeringas de 20 ml para poder inflar 'los

globos de las sondas Foley.



Area de Busqueda“y-Evaluacion.

1.- Medios de PBS sin Albumina’o‘éL eﬁal*bovino para lavar

los filtros Emm-Com.

2.~ Jeringas de 20 ml autoﬁatﬁqas’o deééchébles con aguja de
22 x 32 para el lavado de i tros Ehm—Com.
3.- Cajas petri de"praét < éﬁa&riculadas. desechables vy
estériles de 100 x iSVQQe'Qﬁn ﬁtillzaaas para la busqueda de
embriones.

4,- Cajas petri de plastico desechables de 35 x 10 gque son
utilizada para la recoleccion embrionaria. ‘

5.- Cajas petri de plastico desechables esteériles de 100 x 15
no ralladas para lavar a los embriocnes.

6.— Microscopio Estereoscopico con capacidad de 12 x para

realizar la busqueda embriocnaria y 50 x para realizar Ila

evaluacion de los embriones.

Area de congelacion emb}ionaria
l.f Embriones viables evaluados.
2.~ Micros;opio Estereascopico.
3.- Microscopio Invertido con una capacidad de 300x 'que se
utiliza para la reevaluacﬁon morrologica de embriocnes, con una
dudosa evaluacién obtenida en el microscopic estereoscéplco a
50x: Se pueden utilizar mlcroscoplos, con una menor potencia,
'dependiendo 'de la experiencia y habilidad del tecnico
evaluador. '

4.- Congeladora manual de embriones o congeladora automatica.



5.—- Medio para congelar embrlones'PBb as-un'

6.~ Pajlllas rrancesas de 0 25,

7.~ Termo .con n:trogeno llquldo apaci “de 18 Z?Kg;
8. bellador,electrlco para:p N
9.~ Bastones 'y Gobelet;s; :

10.- Nitrogeno liquido.

Area de descongelacién embrionaria’;

1.- Embriones congelados.
2.— Microscopio Estereoscopico.
3.- Aplicador de embriones,

4.~ Medios para descongelar embriones.

6}
|

Fundas para transferencia ¢ para inseminacion.

Camisas sanitarias.

[+3
|

7.—- Caja Multi-Weldish de 4 pozos con capacidad de 2.5 ml.C/UC

o
i

Estiletes para pajillias.

9.- Pajillas francesa estériles de 0.25 ml.

10.~ Receptora que tenga 7 dias post-calor.

Nota: Todo el material que esta directamente en contacto con

los embriones, debe estar completamente estéril.

Material utilizado en general.
1.~ Tijeras de cirujanoc.

2.~ Pinzﬁs Keily.

C I éinzas de'disecc1on.

4.— Jeringas de 5 y 20 ml.

10



5.—- Jeringas insulinicas.
6.- Agujas hipodérmicas ‘de 207% 32, "

7.— Termometro de laboratoric

8.— Cronometro.
9.— Bulbos de latex paraklaé pipetas Pésteﬁf;

10.— Pipetas Pasteur coﬁ puﬁta fédoﬁdeéda con_ una aberturak'de
250 a 300 macras. '

1i.- Clamp.

12.—- Termao cafetero de 1 litro.

13.— Picetas con alcohol al 70%.. 6gua bidéstiiéda'y clor@ro'de
benzalconio. ’ ’ 7

14.- Gasa.

15.- Pararfim.

16 .~ Papel absorbente.

Méskln—Tape.

-
~
I

18.- Marcador indeleble punto fino.

Técnica de Lavado y Esterilizado del Material

de Laboratorio

S5i se efectua en una forma responsable y eficiente el lavado y

la esterilizacion del material, al eliminar sustancias toxicas

o agentes bioldgicos que daftan a los embriones., se obtendran
' . R

buenés resultados al reclclag el -material, considerando

tambien una disminucion en los costos de produccion., pues la

mayoria del material es de importacion (7,21,23,30,31).

11



Para obtener resuitados satisfaétbflos eﬁ esta area”se ;div1de
én tres pasos importantes: 7 V B -

l.- Lavado de material

2.-~ Empaquetado del material

3.- Esterilizacion

1.- Lavado de material

El material sucio sigue un procedimiento para poder ser lavado
y ser reciclado adecuadamente.

1.1.- Enjuague del material suc:o.

Para eliminar de la supertficie los residuos tanto de materia
organica como inorganica, Se utiliza agua corr:eﬁte a presioén
Y se ejerce un cepillado energico para que al momento de
utilizar el detergente de eleccion como es el " Extran " en el
material de cristaleria, metalico vy de plastico .no se vea
disminuido su erfecto bacteraicida.

Nota; La maila de los filtros Emm—Com no se talla, so6lo se
enjuaga energicamente.

1.2.—- Imersion del material de laboratorio.

Previamente enjuagado el material de:

Cristaleria: Provetas, vasos precipitados, matraces, frascos
utilizados para los medios.

Mptalicoi Aplicadores de transferencia e ingeminacion,
ﬁijeras,'pinzas de Kelly. )

Plastico: Filtros Millipore, filtros Em—con, sondas Tygon,

sondas Foley, jeringas, tapon de hule.

i2
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Se sumergen en agua corriente-o.. en -desionizada .que
contenga un detergente, el mas’ recomendad

laboratorio es el Extran alcalihouo acid

baja toxicidad de sus residuds y. por ;a,kag}lléiimlnation de

ellos con agua corriente a presidn; se§ hacé ,un ‘cepillado
energico al mismo tiempo. La concentr§¢ion dé extraﬁ varia de
acuerdo a la suciedad y al volumen del material qﬁe va del 1%
a un 20%, el material debe de permanecer durante dos horas
como minimo y de 24 a 36 horas como maximo en extran, para que
ejerza sSu accion primordial. que es la destruccién de los
agentes paﬁogenos.

Para aumentar la accioén del detergehte se emplea la ebullicién
gque se alcanza a una temperatura de 90-100°C (Fot.2).

1.3.- Enjuague del material.

Se realiza con agua corriente a presion, al mismo tiempo que
se talla energicamente para eliminar en su totalidad los
residuos del detergente. Para el enjuague de las sondas Foley
Yy Tygon se conectan directamente a la llave del agua durante
30 a 60 minutos, para eliminar los residuos del detergente. En
el caso de los filtros Emm—Cqm estos se& enjuagan ¢on  agua a
preéﬁén agitandolos energiéamente, recordando que la malla del
tiltro es sumamente dellcada Y no se puede tallar porque se
rompe. EIl enjuagde se realiza de 8 a 10 veces para todo el
material.

1.4.— El1 segundo enjuaéue se efectua con agua desionizada



agua corrient

Bl matorial

~1.5.—‘Secad9vde;”mape{;al

Se uﬁilizé Qna ésfﬁfafbéé éi7hofho Pauster o un
sécador 'pafa ‘maﬁefiél:qﬁéfmanténga u}a:temperatura de 35°C a
40°C dufante una o dos horés;,b}écd;ahdo que no permanezca mas
tiempo. .ya - que se provocat}ﬁ;@ésﬁéturalizacién del  material
(Fot. 3). ' o '

2.— Empaquetado del material.v

El material una vez seco se empaqueta y varia de acuerdo al
metodo de esterilizacion a utilizar.

a) Bolsa universal de papel Kraff.

b) Bolsa de plastico.

a) Cuando se esteriliza por calor humedb. se utiliza una bolsa
universal de papel Kraff para empaquetar: cubrebocas, sondas
Foley. jeringas desechables, tapcnes de hule, material
metalico, filtros millipore, con su membrana o tamiz de 0,22 ¢
0.45 micras, que al momento de cerrar el filtro se deja una
media vuelta abierto para que circule el vapor de agua y no se
quemen las membranas. El material de gristalerla con tapon de
‘rosca, se deja tambien media vuelta abierto para gqgue circule
ei aire caliente dentro dél material y al momento de sacarlos

del autoclave se cierran inmediatamente. El material que se

14



esteriliza bajo este sistema debe presen”'

que indique la variacion dc culor
con ello su esteralizacion. '
El material empaquetado f:nalmente se- 1ntroduce v un‘ secador
para eliminar por completo la humedad restante (Fot. 3).

b} Cuando se envia el material a esterilizar por rayos gama se
emplean tiras o bolsas de plastico adecuadés al tamario del
material, sellando las bolsas previamente con un sellador
eléctrico y depositando el material en cajas de carton con 30
cm de ancho por 40 cm de largo y con 90 cm de profundidad, que
son las medidas requeridas para los bastidores utilizados en

el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (I.N.I.N).

3.— Esterailizacion

Es la destruccion de todo tipo-de v1da ex1stenteb en los
materiales o sustancias, la cual se reallza por metodos
fisicos o quimicos.

Esta area del laboratorio es importante, pues se debe tener
cuidado en la esterilizado del material ya que de no
realizarse debidamente puede ser perjudicial pafa los

embriones (26, 27).

15
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A - continuacion se describe una tabla 'de los ‘metodos mas
utilizados para la esterillzaciOnkdéfma;erial de Laboratorio.

Metodo Fisico

3.1.~ Calor

a) Calor Humedo-

Vapor a presion,: autoclave

b) Calor Seco-:*

Aire caliente 'tHano:Pasteur de
a 2 horas).

3.2.- Filtracion

um de diametro.
3.3.~ Radiacion
a) Radiacion Ionizante: (RaYos gama o, de 1,75 a 2 -megarats/1l

hr.).

3.1.— Calor

Este tipo de esterilizacion provoca una desnaturalizacioén de
las proteinas, coagulandolas.

El factor que mas influye cuando se esteriliza por este método
es la fresencia o ausencia de humedad, ya que ésta es la que
determina la £emperatura exacta a la que mueren los
M1Croorgan1smos.

En terminos generales, la esterilizacicen por calor humedo es.

mas eficaz.

16



a) Calor Humédo

Vapor a Presion.--Esté sistemaiesd utilidaq ,para, destruir

tanto formas. vegetativas como;espor: 'Se 'realiza " en un

recipiente hermeticamente cefféqo (aut ‘)'éh la que se’
produce una presion por ef;QSpb vioykcual permite
lograr temperaturas mayores '; las,que 'éé obtienen en la
ebullicion. Durante este brocedimiento "es importante la
completa evacuacion del aire del recipiente, vya que la
temperatura de la mezcla de aire-vapor es mas baja que la del
aire puro. Al proceso de eliminacion del aire frio se le
denomina purga del autoclave y se realiza a traves de una
valvula de escape que puede variar de acuerdoc con las
especificaciones del modelo de autoclave que se utilice. Las
autoclaves deben tener un manometro que indique . la presion
interna., La presion que debe alcanzar es de 15 libras (1.1
Kg./- ecm ) y a esta presion la teﬁperatura alcanzada es de
121°C y debe mantenerse la presion y temperatura mencionadas
de 15 a 30 minutos, dependiendo del volumen del material a
esterilizar. En el caso de liquidos se mantiene la temperatura
durante 30 minutos. El agua desionizada, bidestilada o
tridestilada que se utiliza para la elaboracion de medios, es
embotellada en frascos de 500 ¢ L1000 ml. dependiendo de las
necesidades del laboratorio y en los frascés se éoldca_ Qna
aguja hipodérmica .a traves del tapon de hule, para que la’

presion interna del frasce escape y evitar con ello que el

frasco explote (Fot. 4y.

17



Para ester111zar 1nstrumenta1 de c1rug1u ropu, material de
cristaleria, Jerlngas de plast1co guantes latex,
filtros millipore, °ondaskroley; equlere mantener  la

nada

presion y remperatura mencl te lS‘mlnutos Una vez

transcurrido el t1empo se apag Vautoclave Y se espera a que
descienda la temperatura para qUP se pueda abrir el autoclave
y asit poder sacar el material y los frascos con el agua
esteril, wutilizando guantes de asbesto, evitando con ello
quemaduras Yy quitando inmediatamente las agujas hipodermicas
para conservar su esterilidad. Bajo este sistema no se debe
esterilizar sondas Tygen y filtros Em—-Com, ya que se .

desnaturaliza gradualmente el material con el que estdn

compuestoes.

Calor Seco

Aire Caliente.— Se realiza en una camara hermefica 1 lamada
Horno Pasteur, que se puede comparar con un horno 'domestico,
en el debe alcanzarse una temperatura de 250°C a 300°C durante
dos horas, un requisito indispensable es que el aire caliente
circule por cada objeto a esterilizar, destruyendo totalmente
a los microorganismos esporulados como los no esporulados del
material que va estar en .contacto directo con los embéiones.
El Horno Pasteur es ampliamente utilizado en la esterilizacién
de} material .de . cristaleraia Y metalico (frascos, vasos
precipitédos. matraces, pibetas Paéteur, material de cirugfa).
No es recoﬁéndable‘ utilizarlo para sustancias 11quigas' Yy

s¢lidas como el algodon, telas, plasticos, papel. Estos

18
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materiales tienden a deterlorarse,pofffalpagdef humedédvv(Sef

deshidratan),” e inclusive se carbonizan;

permanecé;"gn(:uﬁ
esterllii;éiéﬁf§6m6»3ucede con
3.2.~ Filtracion.

Es la remocion mecanica de_io$ Vi7g’_ ";presehtes; en
una sustancia liquida, para esto seVUtiliza‘uﬁ tamiz cén poros
de un diametro de menor tamatio a}rde:ios'microorganismos que
se desea remover, por ejemplo de : 0.22 y 0.45 micras de
diametro, dando buenos resultados de resistencia Yy
esterilidad. Los de 0.22 micras se utilizan para la filtracién
de los medios wutillizados para los embriones. Hay filtros
desechables y hay otros que se vuelven a utilizar, sdlo
cambiando su membrana gque puede ser de teflon o de
nitroceiluiosa. La membrana o tamiz se coloca de la siguiente
manera: la cara brillosa y lisa hacia afriba Yy la cara aspera
hacia abaj)o vya que de colocarse en una forma contraria se
saturan los poros. Los filtros que se pueden reciclar se deben

esterilizar en autoclave.

3.3.~ Radiaciodn

La radiacion es energia que viaja a traveés del espacioc o bien
_eslel fenomena n&tqral y que consiste en la facultad gque tiene
alguhos' atomos de desintegrarse al azar. dando origen a un
aéomo de otro eiemento

Ionizacion.

19



otro atomo y puede expulsar ‘unielectron

o proton libre;‘La ionizacior 1. ‘género
humano. porque -los:iones pque uimicas en

los tejidos vivos. )

Existen dos grupos: .
- Ionizahtes (Alta Energia).

— No Ionizantes (Baja Energia).

Solo se'menc1onara los rayos de tipo- Ionizante.,

Este tipo de radiaciones son de corta longitud de onda vy
actuan 1onizando moleculas a su paso. Son altamente letales
debido a su efecto en el DNA. Ejemplo de este tipo de
radilaciones son los rayes Alfa (o), Gama (g), Beta (B) y Equis
(X) .

Los rayos que se emplean para la esterilizacion del material
utilizado en la transferencia embrionaria y con los cuales se

han obtenido buenos resultados son con 10s rayos gama.:

Rayos Gama (o)

Son particulas mas pequefias que las ondas  electromagneticas,

con mayor energia gue los rayos X y que atraviezan el cuerpo

humano_. Ademas no tienen cargas electricas, por lo que estas

-radiﬁciones no se desvian y se emplean en la esterilizacién de

medicamentos, jeringas, sondas, guantes de cirujano, liquidos,

20



alimentos.

barda de

barrera : de'plomo:d
gama - son- .

utilizado -

sondas “filtros

 Tygon.f

Jeringas .. .de sondas Foley,

millipore, “fitros Em-Com. rfundas de inseminacioén, tapones ' de

plast1co}ki¢té. La. radiacion optima y necesaria para el
material es-de 1,75 a 2 megarats, con esta intensidad tenemos
buencs resultados en la esterilizaciodon del material. Se debe
de tomar en consideracion que el material puede cambiar, de
acuerdo a su:

l.- Color

Dependiendo de la intensidad de los megarats, con el cual es

irradiado el material. Cambiando el color de amariilo a negro

2.~ Resistencia
Con un numero repetido de radiaciones y con un bombardeo mayor
de megarats, el material sufre cambios en su estructura

quebrandose finalmente.

Con el (Co 40), se obtienen los siguientes resultados:

l.- El roder de penetracion de la radiacion hacia el material
L) N -

es total.

2:=- El poder residual de la radiacion en el material plastico

y de vidrio es nuilo. lo que no sucede con el material metalico.
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ya que  este se comporta como:uh h(509‘ 'act;vé,,’que, es

perjudicial para los embrionés coméo para. e tecnico.

Por consiguiente hay“gu ﬁviafﬂeste tipo
de material a “irradia las. . tfundas’ de

transferencia ' ‘emb punta ' de . acero

inoxidable:

e Material

Metodps Qu

~-Desinfectantes-
Cloruro ' de. Benzalconio.— -Tiene-efecto” antiseptico, es un
detergente cationico (inverso con cargas negativas), agente

sulfactante, provoca que exploten las bacterias porque el
detergente actua & nivel de la tension superficial, cambiando

la permeabilidad de las membranas.

Mejora su accion en medio alc&lino, pero disminuye en
presencia de jabones normales, sangre, proteinas. materia
organica y pus. Actua sobre Gram (-) y (+), tiene poco efecto
sobre los virus. Se utiliza principalmente para la
desinfeccion topica de tejidos organicos.

Alcohol.— Empleado como antiseptico desinfectante y como
solvente de otros antisépticos. Actua desnaturalizando las
proteinas bacterianas. potencializando su accion, si se dilﬁye
con agua de cualqﬁier tibo en una concentracion del 60% al’

70%. Las bacterias sensibles son las Gram (+) Yy (—) como
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acidos - resistentes,  las ‘esporas.

bacterianas . son las ' que

resisten a la accion qéI a1§6h§i
Detergentés.f» é@n?“' AehSi;hkvéﬁbétficiafiifés}j
cuales aﬁmentaﬁ; n e léf @embraha  ce1u1éf Lf
facil]téndbk  ndﬁreial’rinteriorﬁydéfé

las bacterias -hasta g 405165 agentes catiénicos.

inhiben la coduccion dcida  de  los |

Técnica de Preparacion de Medios

En la tecnica de transferencia embrionaria es fundamental un
buena elaboracion de los medios que se van a utilizar para la
recoleccion , manipulacion, congelacion y descongelacion de
embriones. Hay una gran variedad de solucionés salinas
fisiologicas que se han utilizado obteniendoc buenos }esultados
con el medio modificade de Dulbecco (PBS) que contiene las
caracteristicas mas apropiadas para mantener la calidad vy
estadio o bien favorecer el desarrollo embrionario (2.4,5,21,
30,31). Las siguientes caracteristicas son las mas importantes
que deben contar los medios para su uso:

Temperatura: La temperatura ideal es de 37.5°C ya que la
temperatura corporal de la donadora es la misma. El embrion
puede 'sobortar _temperaturés de éS'C a 37°C sin que es&os
sufran cambioé'bruscqs'o.shock térmice (2,5,14).

pH: Es el indicativo de acidez o .alcalinidad de las



riones - esta
ciones minimas

causa dafio irreversible pafa,los embr.1 nes,(12;30,31).

Toxicidad. La presencié de ébmpués£o$~qdjmicos'u organicos en
los medios dafian o destqueﬁr;ihéfééglcantidades muy pequerias
de ciertos metales, como'elk ploﬁdk o mercurio perjudican
irreversiblemente la viahi]idéd, de los embriones. por Ilo
consigulente se recomienda que el laboratorioc que provee el

agua bidestilada o tridestilada cuente con un buen control de
calidad.

Esterilidad: La soluciones deben estar libres de cualquier
microorganlémo, los embriones toleran e incluso pueden
desarrollarse en presencia de bacterias, sin embarge el

porcenta je de gestacien se vera drasticamente afectado. Por lo
tanto es de suma importancia poner mucha atencion en el

material utilizado para la preparacion de 1los medios.

(2,5,30,31). l

Nutrientes: A los medios se les adiciona proteinas que pueden
_préVenir del Suefo.Fetal Bovino o de la Albumina Serica Bovina.
La ﬁriﬁera fuente es el suero del becerro recien nacidog, de
ternera o noviilo. El suero tiene un complemento que dafia al

embrién y este se debe ‘desinactivar a una temperatura
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€ dgrega Penicilina.

vy algun  ‘antimicotico. 'Se

wlos "antibioticos estan

eden:modificar la.osmolaridad ' de

por sales’, que:ip

compuestos

‘las soluciones Yy -por’ io tanto; se  deben de adicionar
cuidadosamente (2.5,7,30;3L). 7 7

Para la preparacion de los medios se requiere de un local que
tenga las caracteristicas adecuadas de . seguridad,
funcionalidad e higiene que son las siguientes:

1. El cuarto que tenga de preferencia pisos y paredes lisas,
sin esquinas para que no guarde polvo o suciedad.

2. La puerta debe de cerrar hermeticamente, de tal modo que al
preparar los medios no haya corrientes de aire.

3. Debe de contarse con una mesa en su interior forrada de
formaica blanca o aceroc inoxidable para facibitar ia Bigisne ¥
desinfeccion.

4q, Teﬁdran que contar las instalaciones con tomas de corriente
electrica para el uso del microscopio, bascula o algun otro .

implemento del laboratorio, tambien contara con instalaciones



'derlgasipa§a )§Vu;11i

y var1a su. uso al adlc:ona ;suétancias como - “son
(Fot 8) :
“Suero” Feral Bovino Albumina “Serica’ Bovina “UBSA).

llcerol Y Sacarosa

Existen’ dlversas presenta01ones del- PBS en el mercado:

L boluc1on llqulda. »

2. - EBEn sobre} el cual ' contiene lés sales en polvo y es facil
de diluir.

3. En ﬁn principio es posible y quiza mas barato preparar el
PBS que se utiliza para los ebriones a partir de sustancias
quimicas bdsicas. Para su elavoracion se requlere pesar estas
sustancias en una balanza analitica vy utilizar agua
bidestilada o tridestilada esteéril.

Cualquier error en la preparacion de los medios afecta la
viabilidad de 1los embriones, por lo consiguiente es mas
conflah;e adquirir soluciones comerciales listas para su uso.
4. Otra ventaja Ae utilizar el PBS es que no requiere de una
artmosrera de CO . bara mantener estable su pH en el medio

2

ambiente, debido a que ne esta amortiguado con carbonatos.
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5. Al PBS -se le-adiciona: Rojo uéjés‘ef, indicador
delrrpH dél~meqi§. Cd§hd6Te1 pH.varia:de un. color violeta o a

un tolork naranja.es: lc Ilhidad o acidez del

medio respectivament
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,Fé?mﬁla;pafaylabprepafaciénkdef10 1t:?

. -'Sustancia

KH PO
2 4
Glucosa

Sultfato de
Estrep.

Piruvato de Na.

Penicilina G
Sodica.

Rojo de Fenol.

11:5 grs

2 gr.

10 gr.
.5 gr.
.36 gr.

1 mill/10 lts.

50 mg /10 lts. -

*Segun (21,23).
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" Metodologia

para.laﬁelhbér cionide medio:

Si se utiliza PBS en polvo aipresentacion:comercial...de las

sustancias se encuentran: obres, uno contiene

CaCl y MgCl y el otro sobre contiene el resto de las sales.
2 2 B * z x -

‘debidonal;fqhe el cCaCl es muy
[ 2

Se mezclan por separédo, 

inestable vy provoca que'las aemés éales se precipiten. Si

se decide pesar las dife?enﬁésrsales; se emplearan de la misma

forma.

1. Desinfectar las superficies de las mesas de trabajo,

equipo y material con alcohol al 70%

2.— Encender el Mechero Bunzen o el flujo laminar, este uitimo

dos horas antes como minimo antes de iniciar la elaboracion de

los medios. .

3.— El sobre que contiene al CaCl y MgCl se mezclan en un 20%

del total del wvolumen a preparar agltando vigorosamente, el

sobre que contiene las demas sales se diluyen en el 80%

restante del volumen total mezclandolo vigorosamente.

4.~ Una wvez que se han obtenido estas dos diluciones, se

procede a mezclarlas en una rforma energica.

Teniendo el PBS reconstituido se empleara para:

a)- El lavado uterine, se emplean frascos de 500 ml para
,yaquillasly de 1000 ml para vacas.

b) Lavados de filtros Emm—Com.

c) Para la elaboracion de medios de mantenimiento y lavado de
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embriones.,

d) Medios para ia congelacion de embriones.

e) Medios para la descongelacion embrionaria.

a). El medio empleado para el lavado uterino se  le adiciona
.4% de Albumina Serica Bovina ¢ 1% o 2% de Suero Fetal Bovino,
b) Para el lavado de los filtros solo -se utilizara la
Solucion Salina Fosfatada (PBS). sin la adicion de BSA o SFB,
pues s1 se utiliza para tal fin produce una gran cantidad de
espuma que dificulta la busqueda de los embriones.

c) El medio de mantenimiento es el mismo que se utiliza para
tavar las estructuras embrionarias que se van a congelar. A
este medio se le adiciona .4% de BSA o 10% de SFB.

d) E1 medio que se utiliza para la congelacion de embriones
esta compuesto por PBS + .4% de BSA o 10% de SFE + v10% de
glicerol.

La adicion de antibiotico es de 100 000 U.I. de Penicilina
G  Sodica Procainica mas 50 mg. Sulfato de Estreptohlcina por
cada mililitro de medio preparado. Los medios una vez
elaborados se mantieneﬁ a una temperatura de 37°C. -

e} Los . medios utilizados para la descongelacion embricnaria

se pueden elaborar por medio de dos tecnicas:

- 30°



Formula empleada .en el” laborapor@o_pai‘p la elaboracion de
medios que se utilizan enla descongelacidn embrionaria

Medio: PBS
o 10% SFB)
N .
- 2 .>.
5 "
4 ¥

*Segun (21,23,27,51)



laboracion: de:. ‘las -

descongelacion

'BS '+ 10% ‘de. SFB

‘ml de PBS + .4% de BSA

B - 8 Cdn‘una’geringa de 30ml se

toman® 28 ml ‘de la sol. A +

2 ml‘dé glicerol.
[ ' En . una jeringa de 30ml se

agrega la sacarosa en polvo

hasta la marca de 10 cm y se

afora a 25 ml.

*Segun (21,23).
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4. 20mlo e T el so20 ml

*Segun §21f23);?'

Técnica de Coleccion Embrionaria

Los resultados obtenidos en i1nvestigaciones demuestran que el
momento mas i1ndicado para realizar la recoleccién es entre el
dia 6.5 a 8 de 1i1niciado el calor. debido al tipo de estructura
encontrados en estos dias, de otra manera se encontrarian
embriones muy Jjovenes o embriones eclosionados sin zona
pelucida. Ademds de que los embriones bajan del oviducto hacia
ell_utero en el 42 y 52 dia, por lo tanto si1 lavamos la vaéa
antes de este tiempo seria dirficil de recuperar los embriones
(3.7,30.31). ' '

El metodo de. kecolegcion de embriones por la tecnic& no

quirurgica es actualmente la mas empleada. ya que ofrece mas
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seguridad “a’la donégo?awy”puédé.éer‘recdleécada:én repetidas

ocasiones

Actividades de’- la . coleccion '

embrionari

Antes dérla "b', ’m

1.- La‘doﬁédqra;permahe eta’en}uné,trampa especial, en la cual
se le brinda ¢omddi&éa;Yiségﬁfi§éa al trabajarla. :

‘2.~ El < piso Vdebé ser? antirrapante Y _con una ’elevaélon
antgrior de 15°.7 con la finalidad de que las . visceras se
retralgan hacia atras y con ello facilitar la manipulacion de
los organos genitales.

3.~ La donadora una vez en la trampa, se sujeta del cuello con
el fin de que este quieta y tambien se le pondra un tubo en el

tren posterior a la altura de la tibia para evitar que tire de

patadas al tecnico gque realize ita coleccién embrionaria.

burante coleccion embrionaria.

1.~ La donadora una vez dentro de la trampa, se lava el tren
posterior con agua Yy Jjabon, eliminando por completo los
residuos de estiercol.

2.~-'Se rasura el pelo a nivel de la ultimé vertebra sacra vy
primera coccilgea.

_3.;'Esta region.se lava y se desinfecta con benzal o alcohol
al 50%. y se aplica localmente 5 cm de lidocaina al. 2% 6 3%

epiduralimente.
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4.~ Una.

obrendra’ u

podra > intre
facilita .la manipulacio
5.- Una vez evacuado el |

mane en busca del .cervix'y

6.~ Una vez localizados los ‘av
luteos existentes en el,
superovulacion.

7.- Los cuerpos luteos palpados; és'qh>buméfo aproximado . de
cuantos embriones se van a encontrér." o

8.—- Se prepara el sistema de coleccidén embrionaria que
consiste  en  una manguera Tygon y en un filtro Emm-Coh, gque
antes de su uso. sé enjuaga con PBS para evitar burbujas de
aire en el sistema.

9.~ El filtro Emm—Com se coloca en un lugar seguro, sombreado
Yy protegido con una bolsa de plastico para evitar .gue se
ensucie de estiercol.

10.~ Se lava la region wvulvar y se introduce la sonda Foley
con un estilete de acero iﬁoxidable. para darle rigidez y que
facilite. el . paso por el cervix, primero se dirige la sonda
hacia el cuerno ‘donde hay una mayor respuesta a .'la

superovulacion, despues se dirigira hacia el ovario con una
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menor 'respuesta Superovillanorias

hemorragias’

1z~ También. s q:qﬂﬁqéjnglobo si ha . quedado

fija enwlgyrjv baiéiqhe en el meomento de  la

manipulacion. nq»éerm}zaklajsalida del-medio existente ken el

orgarno. ‘ u

13.~ Se saca el estilete y se conecta el extremo posterior dek

la. sonda Foley al sistema de recoleccion.

14.—~ Los dos extremos restantes de la sonda Tygon se

conectan: uno al frasco de PBS para efectuar el lavado uterino

y el oﬁro extremo al riltro Emm-Com.

15.- Para la coleccion embrionaria se necesita de 1 a 2 litros

de PBS. La entrada del medio al cuerno uterino se regula por

medio de un clamp y se i1ntroduce aproximadamente de 50 a 100

ml. de PBS por gravedad, la cantidad de medio tambien wvaria de

acuerdo a la edad del animal, la raza y el tamafio de 1los

cuernos uterinos (Fot. 9).

16.— El flujo de medio ocasiona que los embriones se
. . .

desprenaan del endometrio y también se realiza 'un masaje

gentil con las yemas de los dedos en la union utero tubarica

hasta el lugar donde se encuentra el globo de la sonda Foley.
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_embriones:.

19.~ La 'opéraci6nvjsé"rgplte d

dependiendo-del criterio del:

cuerne se desinfla en globo y:se::iiintroduce.-de nuevo el

estilete, previamente desinfécﬁédoié 1a _éohd§:Foley que se
dirigira ahora al cuerno "donde" se ehcuentra una menor
respuesta de superovulacidon repitiendo la misma operacién.

21.~ Una vez terminada la coleccion embrionaria se saca el

cateter Foley y junto con la manguera Tygon, se enjuagan con

PBS hasta el Filtro Emm—Com.

Pasoé a seqguir despues de la coleccion embrionaria:

1.—- Una wvez terminada la coleccion embrionaria se saca el
cateter Foley y junto con la manguera Tygon, se enjuagan con
PBS para que los embricnes gue se hallan quedado adheridos a
sus superficies se desprendan.

2.— Una vez colectada la donadora, se le aplicara
prostaglqndina o algun analoge por via inFramuscula{, para

evitar que la donadora quede gestante.

3.--El filtro se desconecta de la sonda Tygoén y.se. lleva. al
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caracteristica. (7,14,24,31).

"y conforme avanza su-desarro

Tiempo

2 Celulas

4 ~ 8 Celulas

49 dia 8 — 16 Celulas
40 - 59 dia ‘Morula temprana (mayor a
16 celulas).
5¢ -~ 62 dia Morula compacta (32 a 64
celulas) .
6Q -~ 72 dia Blastocito tempranc (160
celuias).
72 - 82 dia Blastocito temprano y
blastocito expandido
. (aproximadamente 200
celulas) .
8@ - 92 dia Blastocito en eclosion
{(mayor de 200 celulas):
*Segun (19, 23,



Conocimientésfbasiéos”dé los diferentss estadios de desarrollo

Morula madura: La.pr ncipa ac eriét;¢n de este estadio es

la  compactacion “deild mas3‘celular’y’su rorma esfeérica. La

observacion iﬁdi?idﬁélﬁjAQZiééﬂgiaéfomeroé es - imposible, la
masa celular ocupa el 60% ¢ el 70% del espacio perivitelino.
(Fot. 11).. (6.7,8).

Blastocito temprano:' Es un embrion que del estadio de morula
compacta empleza a formalr una cavidad 1interna ocupada por
fluide conocido como "Blastocele". El embrion a la observacion
tiene una aparilencia de anillo y ocupa del 70% al 80% del
espacio perivitelino. La dirferenc:ia visual entre troroblasto y
"la masa celular es apreciabile.

Blastocito: Se caracteriza por una pronuncilada dirferenciacion
entre el trofoblasto (que se alarga y extiende en toda la
periféria del embridn} y el disco embriconario que e€s una masa
mdy 'péqueﬁa de color muche muy obscuro y mas compacta._‘Ell
'blaétocele abarca mas del 50% de la totalidad del embrion que

ocupa el 90% del espacio perivitelino (Fot. 12),. (6,21,23).
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Fot. L1. Mérula madura.




La prlncnpal raranreristlca observada

kBlastpcito egpandido;

este estadio:

el

embrion:. tiene I re la,zona pelu01da por donde eclosiona

paulatinamente lxr totalmente de- ella.  El embrion

puede tener “ya “la;‘rorma esférica de un blastocito
expandido o b;gh‘e' lgélapsédo (Fot. 14).. (6,21,23).

Méffolog1a del Embrion

en el estadio de blastocité:témprano"

a) EIl embrioﬁ de bovino tiene unkdiamétro promedio de 150 a
190 micras (6,30,31).

b) La zona pelucida esta compuesta de mucoprotelnas Yy tiene un
grosor de 12 a 15 micras. Su funcidén es proteger b%
aislar .para proporcionar un microambiente especial a ia masa
celular embrionafla (30,31). )

©) Espacio perivitelinoe. Es el espacioc que hay entre la =zona

pelucida y la masa celular y es aquil donde se crea el.

microambiente especial para el embricn (3,6,30,31).



Fot. 7. BElastocito exmandido.




‘dirérenciadas’

La evaluacion embrionaria

resultados de gestacion de:-un

cde embriones. Existen pruebas de

la wviabilidad del embrion.’ Cexclusion . de
colorantes. medicion de  acrividad: ‘enzimatica  y tinciones

vitales, pero se necesita equipo espscializado y cultivos
prolongados para los embrlones.rfé que limita Jdemasiado el

trabajo de campo. Actualmente la evaluacion morfologica ez 1a

forma mas practica para de;erminar la calidad del embraion :

basados en los

pobreentajes ‘de Jestacion cbtenidos = por . embrion

(3.7,9,11.30,31,37.39).

linda wvez gque entre el filtro'al - ‘laboratorio. . tambien debe
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dévespuma que es ocasionada por

no producir una mayo

la desnatural1zacion=,de'iakAlbumina Serica Bovina (BSA) o

Suero Fetal Bov1n6’ y'7qﬁ;fﬁbé“ pfbduce problemas para la
busqueda de los embriones.

4,-~ Para un me jor seguimiento del Tfiltro dentro del
laboratorio como de las cajas de Petri, se recomienda poner
algunos datos importantes en una tira de maskin—tape, que se
empleara en algunos pasos del proceso embrionario:

— Numero de la donadora, raza y color del arete, abreviados.

— Numero o nombre del torc con el gue fue inseminada.

~ Registro de la donadora y equivalente maduro.

- qua de 1llegada del filtro al laboratorio.

— Identificacion del filtro.

El 'maskin—ﬁape se'coloca'en la "tapadera de la caja petri _de
busqueda de lQO x 15 para evitar'confusignes entre una y otga
caja.

5.—- Se identifican previamente ‘las cajas petri de 100 x 15 y"



35 . x 10 con'el numero correspondiente de.

~zabreviados u

ocasionando confusion

Para  1levar _a'caﬁo el lavado:

contar con el siguiente materi

1.~ 5e emplea Solucion FosT:

contenga (BSA} o

mayor cantidad

embriones.

2.- Se efectua el lavado - ¢oniiuna ijeringa automatica o

desechable, la primera faqiliﬁéééibiavado y el manejo del
filtro y con una aguja hipodermica de éalibre 22 x 32, con la
cual se ejerce la presion necesaria para el lavado.del filtro
sin déﬁar .a los embriones.

El lavado del filtro Em—Con, se debe réalizar de una manera
rapida y eficaz asegurando con Vello la integridad Yy
supervivencia de los embriones.

1.- Se enjuaga la tapadera del’filtro Emm-Con.

Z.- Se destapa el filtro con cuidado.

3.- La parte interior de la tapadera se lava y se escurre . .con
unos cuantos golpes dentro de la orilla del fi}tfo, fie

‘4.- Se .deposita la tapadera en un rec;plentelqoh,'agua . para

evitar que las sales y materia organica

rsev sequen-'y  sea

diricil al lavarla.
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5.--Se ‘inclina’ el riltro.

lée.ébfg elrclahpﬁdejahgo:escapar,el‘

medic’

inalmente un-medio  cristalino,. el

cﬁaf* racilita - la buéqueda,de,403frb> ; € :emﬁrgéﬁéé
slempre deben permanecer cdn—éBS’eﬁ:ei»filtrolb para -evitar
cambios en la osmoralidad de’los embriones.”

8.~ El medio se deposita en uﬁa caja Petri éon los siguientes
requl1sitos:

- Esteral.

- La cala debe ser previamente cuadriculada con cuadros de |1
cm de area que al momentc de enfocar al microscopio
estereoscopico a un aumento de 12x, abargue pre01§amente el

drea del cuadro. Recomendaciones y medidas de seguridad al

.depositar el medio en 1la caja Petri:

l.— No debe llenarse demasiado la caja para evitar que se
derrame el medio y se conplique su manejo. Con una cantidad
adecuéda de medio en la caja de Petri., se facilita la busqueda
eﬁbrioharla y los embriones descienden en menor tiempo.'al.
.fondo de ta caja.

S5e debe tapar la caja.Petri,...una.vez.depositado el  medio




para evitar ‘contaminacion:

2.- No. se deben tapar 'las cajas’ nue contengan

tirar el medio de la caja Petri.
4.- El transporte de la caja se efectua levantande la tapadera
en la parte superior de los dedos y la-base de . la caja que
contiene el medio se toma con la parte inferior de los mismos
dedos.

5.~ Al .transportar las cajas se deben poner toda‘la atencion

necesaria y no se deben manipuiar en una forma rapida.

La busqueda embrionaria se efectua de ia siguliente manera:

1.- En una forma rapida y ordenada de arriba a abajo y de
izquierda a derecha. Se utiliza una jeringa insulinica con una
aguja hipodermica de calibre 22 x 32 o 20 x 32 para mover los
detritus y encontrar embriones ocultos en ellos, como tambien
a la orilla de las cajas. .

. . -
2.~ En ¢l momento de localizar _una estructura emnrilonaria se

introduce una pipeta Pauster con un diametro de 250 a 500 um

con Sus puntas previamente redondeadas para extraer a los,
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embriones: y!depoSitarioé;én La,céjd]delPétrif~de,35 %710 que

contiene.medio . d

3.- Uha,véz ¢oﬁé1u1da,la prame =céﬁa¥dé‘bﬁsqueda

se  realizara’ despues ‘pero - antes de

iniciarla.” se’ ‘agita el .medio
forma ‘energica. sin tirar el ¢o

3 minutos, para gue sedimenten Lbs. mbriohes. Al concluir la

segunda vuelta se sigue el'mis rocedimiento para que  se
realice una tercera busqueda réalizadavﬁor otro tecnico.

4.- Los embriones una vez recoiedté&osfen la:caja de 35 x 10
que es la caja de mantenlmien£o,éé:ﬁaﬁipulan de'la siguiente
manera:

4.1.- Los embriones se reunen  al centro de la caja de Petri,
teniendo cuidado de no dejar embriones a la orilla.de la caja.
4.2.— Los embriones transferibles se separan por su estadio vy
calidad, de los no aptos para la congelacion Yy la
transrferencia en rresco.

4.3.- Todas las estructuras encontradas en la caja de busqueda
se deben registrér en la hoja de recoleccion diaria.

4.4.~ La evaluacion se efectua en el microscopio estereoscopi—

co a un aumento de 50x.

Para uniformar la evaluacion de- los embriones podemos

apoyarnoes en los. siguientes parametros.

1) Estado de desarro;lo,de: acuerdo-a la edad: El embrion
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de gestacion:con este’tipo de embricnes

2). Apariencia; gehéral: CQandoJés'de éoidr xambér, _esta bien
cdmpééfédé?-ébh.su zona -pelucida circular e intacta Y. ¢con un
desarrollo. de 'los Dblastomeros uniformes y esfericos, por
consiguiente es un embrion apto para transterirse.

3) Numero de éelulas: Es importante contar, si es posible el
numerce de celulas, es decir que si un embrion tiene menos de
20 celulas al recolectarse al 72 dia es un .embrion no
transferible y cuando no se puede contar el Anumero de
blastomeros. sin tomar en cuenta otras caracteristicas
morrologicas., es un embrion bueno para la transierencia.

4) Compactacion de células: Las celulas del embrién (blastéome—
ros) cuando estdn compactos, se notan apretados entre ellos,
como en forma de mora y se notan los bordes de los blasgomerqs
en la orilla. A diferencia de los embriones descompactados en
los que se nota gran parte de cada blastomero y la separacioén
eﬁtre ‘ellos. E§ importante la .compactac1on porque va a

permitir la nutricion éntre los blastomeros y contribuira a la

formacion de la cavidad del blastocele.
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5) Los blastomercs de rorma-y ' tamaio simetrico, .cuando,é'tanfbien

vesiculas, que se

manera’ cuando’ ‘el mu lare. = La: presencia  de

‘Vvesiculas es hormal Slemprg cuando’no’ sean muy grandes y se

’16¢a1icén en embriones‘dédésiadibsacoho'blastocitos tempranos
E fibléstocitos maduros. - ’ i '
7)- Blastémeros extruidos: Los blastomercs extruidos son célu —
las que se quedaron en una etapa temprana de desarrollo y se
notan como celulas grandes ruera de 10 que es la masa del
embrion, entre la masa vy la zona pelucida (espacio
perivitelino), mientras mas blastomgros extruldoé tenga un
embrion menor sera su calidad.
8) Irregularidades de la zona pelu01d§: Esto no causa ningun
problema siempre y cuando esta irregularidad no sea la ruptura
de la 2zona pelucida, ya que un embrion que tiene la =2zona
pelucidas rota no es aconsejable cdngelarlo, debido a que no
soporta muy bien la congelac1on, pero esta condiciéon en el
. embrién no le dara una menor calificacion, pero la primera
opc?on para este tipo de embriones serila transferirlos en
‘fresco. . .
9) Presencia de restos célulares en el espacio perivitelino:

La presencia de restos celulares nos indica el rompimiento de
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membranas Y'déflé’dégeneracioh de 1as:celulas,fdependiendo de

la éantidéa &é?est séravel‘grado‘ de’ degeneracioén

del embrion:

Los  embriones ~pueden clasitica grupos. ‘que  .son los

siguientes:

Excelente o calidad 1: Embrion’ compacto’ esférico,. desarrollo
adecuado & su edad, pocas vesiculas, sin desechos celulares,
s1n blastdmeros extruidos (tal vez uno pequeflic) y color ambar

uniforme (20,36).

Bueno [] calidad 2: Embrion compactado ] con leve
descompactacion, poco irregular, desarrollo adeéuado a su
edad. presencia de vesiculas pero no abundantes, con algunos
plastomeros exXtruldos (uno grande o algunos pequefios), con

pocos desechos celulares, color uniforme (tal vez poco obscuro

a zanas claras u obscuras, pero no muy marcadas) (20, 36).
Regular o calidad 3: Descompactacion marcada, desechos
celulares, blastomeros extruidos. color obscuro o con zonas

claras y obscuras (presencia de vesiculas). masa pequeria pero
menor . al 50% de lo normal. Estos embriones de preferencia se
tnansf@r}ran én fresco, ya que no soportan satisfactoriamente
Sla céngelacion (20,36).

No transreribles o calidad 4: Son los embriones no
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e désa?roflo

‘obscuras e

Nota': Oleos tempranas

seran clasificados com

Para tener una forma sencilla‘de describir la evaluacion de un
emprion. se utilizan numeros der manera- que podemos tener con 3
numeros la cantidad, la etapa de desarrollc y la calificacioén

del embrion.

Codificacion de las estructuras embrionarias

Estadio Calidad
Numero Numero

Ovulo 1 Excelente 1
Embrion de 2 a 16 celulas 2 Bueno 2
Morula temprana 3 Regular z
Morula compacta 4 No transferible <
Blastocito temprano 5

Blasto. ‘-0 maduro' 6 -
Blastcito expandido 7’

Biastocito en eclosion 8

[Y<]

*Segun (22,39).
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Ejemplo:

Cantidad:de»gmbr'onésf' i k;Estag;db Caliﬁaq;vg

la

‘para lavar los

,embrioﬁes{ :
2.- Se utiliza PBS con’0.4% de Aibum;haisérica Bovina o con
10% de Suero Fetal Bovino (53)!“ o
3.- De la dilucion anterior, 'se toma-con una pipéta Pasteur el

medio necesario para formar 10 o mas gotas en la base de la

caja Petri de 100 x 15.

4.- Una vez depositados los embriones en una gota: se procede

a subir y bajar de 7 a 10 veces las estructuras embrionarias
por 'med1o de la pipeta para vrealizar el lavado de los

embriones (53).
5.-~ Para pasarlos a la gota inmediata. es necesarioc tomar un

poco de medio de esta y se extraen los embriones

depositandolos en esta misma gota.

6.— Se repite la operacién cuantas veces sea necesario, para
gllmlnar en su totalidad a los detritus aderidos a ya zZona

pelucida (Fot. 18).. .

7.—.Una vez lavados los embriones se van a colocar en gotas

independientes, utilizando el mismo, PBS esteril con la

identificacion embrionaria correspondiente.
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Lun@,ﬁap iera de una caja

s de 1'a donadora, “raza. y
color deliarete el estadio 'y calidad

del . embrid e

correéﬁonde‘(Fot.

19)

9;—kUha‘véz‘colocadbs lbs"embriqnés cada
goﬁa sé debe de tomar en consideraai 7

~ Se. verifica que los embrioheé;se cuentre el,»hedio

correspondiente.
- S50lo se debe encontrar un embrion enVCadé'géta y en el caso
de que halla dos © mas embrioneé éé'ydebé especificar
previamente.

— Terminando la operacion, se cubre la caja Petri para evitar
que los embriones se contaminen. En todo él proceso
embrionario las cajas Petri solo se deben abrir lo ﬁecesario.
— Al transportar la caja Petri se debe hacer con cuidado para
evitar tirar o juntar las gotas que tienen a los embriones.
10.- La identificacion de pajillas se realiza de la siguiente
manera:

~ Se toman las pajillas necesarias de 0.25 ml.

~ Las pajillas nunca se deben de tomar de la punta ya que se
contaminan Y se ordenan,colocgndo un trozo de maskin-tape
sobre 'dé ellas para evitar que.se muevan al momento..de

identificarlas.

|
[97]

e colocan las pajillas sobre la superficie de la mesa en un

papel absorvente y limpio, gque no suelte pelusa.
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- Las puntas de las pajillas ‘nunpquebgh tocar la” superficie’

de la mesa de trabajo.

- La adentificacion de lasi paj recador

indeleble punto £ino,  en un

lejible.
El orden de los datos ‘en’las pajillas: de 5 1 e ‘de
acuerdc a las normas establecidas por‘las. asociaciones .

Internacionales en Transferencia Embrionaria..’ . =~ .. :

For ejemplo:

P(Gr})l NHO1219 92 NOV 25 EG127 O

(1} (2) (3) (4)

(1). Numero de embriocnes (Estadio—-Calidad).

(2). Datos de la donadora: Color del arete, Raza y Numero del
animal.

t3). Fecha de congelacion: Afio, Mes (abreviados en Ingles) vy
dila de congelacion.

(4). Registro internacional del Centro de Transferencia

Embrionaria

[ 1 L CLEITUS 0

(1) -2)

(l}. Numero de la pajilla

(2). Nombre del toro o numero del toro.
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Los . embriones . una vez. evaluados: lavad

correspondiente; Se procede a:la congelacis

s

Q).

ie deben de tomar en:consideraci

[4)]

facilitar el desarroliokd‘
— El acondicionamientoi’
respecto a la - wventilacion
tenperatura.

- En cada caja Petri 100 x 15 debe

embriones con su gota corresp@ndiéﬁ@t el
- Que el numero de pajillas correspohda'con el . numerc de
embriones gue se van a congelar.,

~ Revisar que los datos de las pajilias esten en orden y que
correspondan con los datos de ia donadora, e1. estadio vy
calidad del embrion y con el numero corrvespondiente de la
pasillia.

— Antes de la congelacion embrionaria. se debe de confirmar
que los embriones se encuentren en su ygota correspondiente de
.PBS. ‘

— Los embriones deben de tener la zona pelucida perrectamente
limpia.

— Se debe de contar con el material y equipo necesario para

e] proceso de congelacion.
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Pr:ncipios

Para . que .. ongelarse;. -tiene que

deshidratarsé
1) Por enfriamiento’ lent

2) Anadlendo custancjds qu1m1cas como gllcerol Y DMbU

51 el embrion. ‘no:se deshldrata al  -congelarse, se forman
grandes cristales y Pstos a qu vez romperan las membranas
celulares. vy por lo tanto producirdn la muerte del embriones
(50, 51).

Factorés que determinan ia salida de agua del embrion:

1) Formacion del hielo.

2) Temperatura.

3) Concentracion de sales y proteinas.

4) Propiredades osmoticas.

5) Caracteristicas individuales de las celulas.

Formacion del hielo: El embrion contiene 85% H O, el medio 90%

2
H O. Inicialmente e. agua es kB la primera en formarse en
2 . . -
cristales dejande sales extras en las soluciones ' restantes
eritre los cristaies de hielo, por lo tanto la solucion es mds

concentrada.
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Cristalizacioni Normaimen

a una températuraide =

cristalizacion a temperatura de —-o6-a »‘,CQﬁﬁinuandose el
enfriamiento, dejando sin congelar a:la s&ldcion salada, la
‘cual se wvuelve mas concentrada, por lo-tanto el agua sigue
saliendo y el embrion se deshidrata. Para evitar el dafio que
ocasiona la solucion concentrada en sales al . embrion, es
introducida la pajilla inmediata de los -30°C a nitrogeno
liquido, produciendoc asi una cristalizacion rapida de liquidos
Yy solidos restantes (varios).

Presion Usmotica: El movimiento del agua, entre las membranas
de las celulas es producido tambien-por la presion osmotica de
las soluciones. El agua atravieza mas facilmente ta membrana
celular que las sales. El medio del embrion debera contener de
270 a 320 mosm por kilogramo de NacCl.

Rangos de temperatura: Deben de ser lentous para permitir el
tiempo necesario para que el embrion se deshidrate.
Crioprotectores:

Glicerol.—- Intracelular o permeable (36,51) !

DMSO. - Intracelular.o perméable (36,511} .

Sacérosa y Proteinas.-— Extracelularlo impermeable (36,51).
Funciones del crioprotector:

1) Disminuye el tiempo de congelacion para permitir al embridn

56



que se deshidrate (26,35,51).

2) Diluye la cohcénttac{ohﬁSala

cion, evitando <lrdafi

3) Interaccion’en:l “y proteccion de las

mismas enylléé.e ‘ dp*eh la expansién vy
colapso del embri ongelacion) (26,35,51).
Una vez . que 'séf nlos puntos mencionados
anteribrmente; se pfo&ede a fé’ﬁdhgelaclon manual o se emplea
una congeladora automdtica, conlos siguientes lineamientos vy
criterios.

L.~ ‘Al emblear una congeladora manual ¢ automatica, se sigue
el mismo procedimiento en el proce56 Yy manejo de los embriones
para la congelacion, solamente varaa, en que el tecnico
especializado, lleva la congelacion manualmente y si se efetua
fa congelacion con una congeladora automatica es porque Yya
tiene un programa de congelacion integrado (26,27,37.38).

2.— Es importante fomar en consideracion el tiempo ya transcu-—

rrido desde que los embriones llegan al laboratorio hasta el

momento de iniciar la congelacion.

2.1.— Se debe iniciar la congelacion de los embriones dos
hofas antes, despues de haber llegado el filtro al
laboratorio, pués el tiempo optimo para gue los embriones

conserven, su viabllidad; estO'se.refleja en los porcentajes
de gestacion.n

3.~ Antes de la congelaéion-embrionaria se evaluan por una
segunda ocasion para confirmar la evaluacién morfolégica de

los embriones.
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laboratoric -‘con “las ediqééfaé seguridad & higiene que  se

describen:a ‘continuacion

—-Manejar. el se. nos.caiga. o

se derrame el me io’ juntd’ con L§$ﬁemﬁfibﬁes;:;
- Proteger'ilbskr;ltros Ae ipsiiréYOS‘sdiéfééf’al momento  de
transpértar!évél Laboratorio. '

— El .. exterior ‘del filtro debe estar completamente limpio,
por lo 'que se debe proteger con una bolsa de plastico evitando
con’ello que se ensucie y caiga materia organica . (excremento)
dentro del filtro.

—. .El filtro debe estar previamente identificado ya sea con
numeros o letras y que corresponda con el numero de 1la
donadora. raza y color del arete para evitar conrusiones entre
las razas de los embriones. .

—~ Se hacen notaciones en la hoja de coleccion diaria del
laboratorio, al encontrar alterac1one5'durante la palpaciodn

del aparato reproductor de la donadora. como son:

Malformaciones geneticas o congénitas.

— Piometra, salpingitis, costras, sangre fresca.

- Perforaciones en atero 6 cuernos uterinos.

~ Adherencias en cervix, utero, cuernos uterinos, ovarios.
3.1:— Es conveniente realizar esta segunda evaluacién, ya que
'el tiempo traﬁscurfido en que se realizo la primera evaluaciodn
a' la congelacién en élgunas ocaciones, es el tiempo sufiéiente

para que algunos embriones cambien su estadio y calidad.
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morfologico de los

SOX‘ aumentos, es

conveniente en el microscopio

invertido de 200x%
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Preparacion:

clantes

en - la

a [ = brlon; se pondra
: lﬁﬁhe_Se,enéﬁéﬁtfa;'uﬁa goﬁa de medio
Coa ‘
L.l;;glséctoﬁaan'pécé de medio de congelacion de esta gota
;oﬁ' la pipeﬁa Pasteur y posteriormente se introduce a la gota
donde .se encuentra el embrion extrayendolo y se deposita
Tinalmente en la gota de FBS con glicerol. De esta manera se
procura no cambiar la concentracion de glicerol del medio de
congelacion.

1.2.- El1 embrion debe permanecer como minimo 1d min. en el
medic con glicerol. Que s el tiempo necesario para que el
glicerol penetre dentro de las celulas del embrion.

1.3.—- No debe permanecer por mas de 60 min. ya gue en este

caso el glicerol resulta toxico para el embrion.
LLenado de pajillas de 0.25 ml.

l1.— Se toma la jeringa insulinica y se adapta a ella Ila
paijille’ te 0.25 ml (Fot. 22). -

ﬁ.— Se introducen las pajillas al medic de congelacion y se
s&cc1ona por medid ‘de una Jeringa insulinica. el medio

para formar una serie de columnas, como se observa en la
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siguiente figura.

] D - C D C )
Sello Aire Medio Aire.  Medio .. Aire ./ Medio Algodon
Embrion.

Sellado de pajillas de 0.25 mli::

1.~ Se realiza una presioﬁ 4ﬁecaﬁigafén --la punta de las
pajillas con una piza ,Keily,végﬂﬁﬁa',pinza de diseccion,
posteriormente se sellan con caiok por medio de un sellador
electrico.

2.—- Antes de gue se enfrien las puntas de las pajillas se
deben de redondear con los dedos, las orillas de las pajillas,
para que al momento dé introducirlas al barril de la
congeladora manual no se atoren.,

La preparacion de la congeladora manual o automatica se debe
de realizar con anticipacidén para evitar que los embriones,
permanezcan un mayor tiempo en el medio con glicerol.

Una vez que llegue a la temperatura inicial de 0°C, en este
momento es cuando se introducen las pajillas. con el algedon
de alcohol polivilinico hacia arriba.

Congelacion Manual,

1.— Al dintroducir y manipular las paJillas en la éongeladéra
manual o automatiéa se debe realizar con cuidado para no’

agitarlas y provocar burbujas de aire.
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2. Bl barril‘se\bdﬁa'hastagel nJVeignumeroy7.o 8 dependiendo

del CJiﬁﬁl’dond' i1l ' :‘iai Ié; conéelacion., b4 la

temﬁerafurabﬂdeéCéndefa radoipor minuto hasta alcanzar la
temperatura &e'_7

3.2 Una  vezi alca ,témperatura de -7°C se saca el

barfil‘ hésﬁa éizﬁiygi‘l; bﬁra mantener esta temperatura y se
procede a”la,cristalizéciOn de las pajillas, se cristaliza la
parte  superior de la columna de medio donde se encuentra el
embrion. Presionando con unas pinzas de diseccion la seccion
de la pajilla mencionada., hasta observar que se forma una
pequetia po}ciOn de hielo (22).

4.~ Una vez inducida la crlstalizaciOn se dejara el barril con
los embriones en el nivel 1 durante 10 min. Esto es con el fin
de que la formacion de hielo se efectue . lentamente,
produciendo la deshidratacion del embrion y de este modo no
sufra cambios osmoticos bruscos, ni roptura de membranas
celulares.

5.- Cinco minutos después de la cristalizacion, se revisan
las pajillas, para observar la formacion de hielo en toda la
columna donde se encuentra elvembriOn.

6.—‘.Cuando sea necesarié extraer las pajillas al medib
ambiente, se debe realizar rdapidamente sin exponer a las
paJillgs por mas dé 3 segdndos,'

7.— Transcurridos los 10 min. se baja el barril al nivel 5°¢ 6

dependiendo del clima, donde -se lleve a cabo la congelacion vy
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paulatinamente se va a dismindir”l'C'porfcada éaminutos “hasta

alcanzar la temperatura de,—130;c

8.— Previamente los  bastonesideberan i estar: sumergidos en

nitrogenc liquido, dondejsé}depos;ﬁ as;péjillas con los

embriones. una vez terminada la‘:conge iona. una temperatura

la. congeladora a los

de -30°C. Al pasar las pajillasﬁdéxr
bastones, no deben de exponerseflaskpéjiilas al medio ambiente
por mas de 3 segundos, para evitar un choque termico que
ocasiona la muerte de los embriones.

9.— Los Dbastones Jjunto con las pajillas, se sumergén en
nitrogeno liquido. alcanzando una temperatura de -196°C (22).
10.—- El almacenamiento de los bastones se efectua en

canastillas y termos previamente identitficados para evitar

confusiones.

Congelacion Automatica.

1l.—~ La congeladora automatica tiene una‘caja o compartimiento
gque se llena con nitrogeno liquido.

2.— Se prende la congeladora vy se revisa el programa
establecidé de congelacion (Fot. 24).

3.— Una vez que 1la computadora indique la.temperatura de 0°C
se ‘introducen las pajillas con el algodon hacia arriba,
Y -se presiona el boton de arranque, para que se inicie la
congelacion.

4:- A la congeladofa aﬁtomatica solo se le verificara, el

. desarrollo del programa establecido.
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5.— Cuando 1nd1que la congeladorn 'autbmatiqa, el “término de

la congelaclonm

sé~ pundra en practlca, 105jpuntos 8 al 10

,menc10nados en la congPlaclon manua

6.~ Una vez que los embrlones néuentren debidamente

almacenados en . los termos hay que rev1sar periddicamente los
niveles -optimos “de’ n1trogeno 11qu1do y: también qgque estén
aleJédos de la luz dlrectai del sol.Lualquieg temperatura
inferior a -120°C nc afecta la viabilidad de los embriones
durante largos periocdos, debido a que no ocurren reacciones
termicas a esta temperatura. El nitrogeno liquido es
mundialmente utilizado para este erecto por su baja

temperatura (-196°C) ademas de ser practico y barato (45).
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" ‘Tecnica de Descongelacion-Embrionaria::

Cuando se hace una descongelacién

cristales aumentaran de provocando- - ‘una-

recristalizacion, debido a 'la féhidiétaﬁibn de’ ‘celulas, al
descongelar rapido noe hay tiempo para qué ocurra este proceso,
evitando asi1 los efectos nocives como son. desorganizacion y
muerte -.celular (40, 44). .

2.~ La seleccion del embrion a desconge lar debe de
corresponder con los dias postcalor de la receptora.

3.— Una vez que se localiza el baston en el termo se
verifica la informacion del baston y las pajillas.

4.—~ Las pajillas expuestas al nivel de la boca del termo no
deben de permanecer por mas de 3 segundos en este nivel.

5.— Los gobellets de los bastones deben estar llenos con

nitroge* > 11qﬁido para la manipulacion de las pajillas.
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'wTécnjCa_de‘qescongélacionky'

.Existéh“r

Heyman (1984) re

1mihuﬁ§s;"mighﬁfés?qﬁ;
: sééundos2 ;ﬁ’.él éire;*éin‘em' M‘f ,7 Y1 Maéur (1984)
sugiegén” desc§nge1ar k u ‘agua:é‘éO'C por algunos
Lségundos. Massip et al. 1h»ic§nf1az>descongelacion a
'37'C én agua hasta que el hiélo;aééépéfeéca.

Otro metode de descongelacion utilizado recientemente en
Brﬁsil y Mexico, es el de descongelar a temperatura ambiente
hasta que desaparezca el hielo, obteniendose resuitados desde
unvﬁd a 40% de gestaciones.

El siguiente metodo de descongelacion que reporta Peter Elsden
es el mas utilizado en Estados Unidos y que actﬁalmente se
utiliza en Mexico obteniendo un 70 a 80% de gestacion.
Metodologla.

1.~ Se extrae la pajilla del baston correspondiente y se

expone la pajilla al medio ambiente durante seis segundos con

movimientos giratorios.

2.— Se sumerge la pajilla al termo cafetero con agua a una
temperatura de 37°C y aqui debe permanecer durante 20

segundos .
3.- Una vez transcurrido-el tiempo indicado se extrae la'
pajilla del agua y se seca perfectamente con papel absorbente.

4.- Se verifican por segunda ocasion los datos de las pajillas
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para evitar  errores es realmente vel
embrion necesario:para-l

5.- En la platina

paJillé ~y »bgn avimientos

12x: La Sdéqﬁeda previa:.del
finalidad de ‘ﬁbi‘q‘ary Y
embrionarias . ya queg,bdd§}a la

pajilla al momento de cortarla

6.— Una vez que se halla 1§calizadb‘ embriéﬁ éé Vcorta la
pajilla al nivel de la mitad déliélgddon 9 despueés se corta la
punta de ia pajilla sugetandola de manera que no vibre vy se
pueda perder el embrion. .

7.- Para vretirar el crioprotector de las estructuras
embrionarias se utiliza un metodo estandar, que es. el remover
el crioprotector gradualmente en diversos pasos, sumergiendo a
los embriones en soluciones mas bajas de glicerol en cada
paso. 1 se sumerdge un embrion directamente a una solucion de
PB5 mas 10% de SFB, es afectado seriamente por el rapido
inrlujo del liquido, cuando este fue congelado en una solucion
de 1 a 2 molar de glicero;. Se utiliza para remover el
gliéprol un soluto no perméable (sacarosa), el cual es afiadido
al medio para que el embrion se nutra prodgresivamente mientras
‘el crioprotector déja al émbrioﬁ. El uso de concentraciones.de
sacarosa, entre 0.25 Y 1.08 molar ha sido probado con exito.

Dentro de los metodos de remocion del crioprotector el mas

6 7 N . !



comunmente: utilizadeo es:.el canencional‘-de cuatro pasos,

que consiste en colocar ‘los medio ‘para.descongelar en una

ibgﬁilla al medio de
descongelacion, se -.coloca’ ‘ de la pajilla en la
superficie del medio nuhér¢yl~y"sé‘intfoduce el estilete por
la parte superior de la pajilié ﬁara ¢que corra junto con el
algodon restante y se vacie el medioc de la pajilla.

Se remueve el glicerol de la siguiente manera: en un medio de
PBS + 10% SFB con 6.0% de glicerol yv 0.3 molar de sacarosa
durante 5 minutos como primer paso: enseguida sSe sumerge en
medio de PHS + 10% SFHB con 3.0% de glicerol v 0.3 molar de
sacarosa por cinco minutos; posteriormente en medio de PBS +
10% SFB y 0.3 molar de sacarcosa Yy permanece otros cinco
minitos vy rfinalmente cinco minutos en el medio de PBS + 10%
SFB.

8.~ Una vez que el embrion se encuentre en el medio numero 1
se puede evaluar, pero esta evaluacion no es definitiva hasta
que haya pasado por cada uno de los 4 medios y de haber
transcurrido el tiempo necesario, se procede a la evaluacidén

final y se empajilla el embrién con medio de PBS y 10% de SFB.

Para la evaluacion embrionaria, a la descongelacién existen
‘varias técnicas que acontinuacion se mencionan:
1) Midiendo el promedio de nutrientes.

2) Por tincidn.
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3) Por -fluorescencia.

4) Evaluacion morfologica a traves del microscopio.

5) Por transferencia’ y esp
Tiempo optimo para‘laréValuéclon

1) Inmediatamente después de-la‘desc

[

) Despues de remover el crioprotector

La ~evaluacion morfologica a la. mas

‘practica y se basa en (Fot, 25
1) Caolor: mas obscuro que;eir ‘(incremento
de celulas muertas).

2) Tamario: mas pequetio 'sbbre  ‘cavidad del

blastocele.

3) Viabilidad: material extruido mayor que la masa del
embrion, mayor inclusion vesicular, mayor dafio al citoplasma,
por lo tanto hay destruccion de organelos.

4) Compactacion: Si se observa que las celulas permanecen
sueltas y de forma redonda las membranas celulares- fueron
destruidas., por lo tanto el porcentaje de fertilidad sera
menor .

5) Apariencia: Se compara a la apaflgncla, antes de
congeiarse.

Sf Zona pelucida: No signirfica dafio del embrion necesariamén—.

te.
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bausas de d15m1nuc1on detl embrionaria:

1) Pobre e 1ner1c1ente t.

2) Longéla01on“~ estadios
1naprop1ados (moru sionado) .
3) Intervalo de t1' ! y a congelacion

(no menor de 2 hrs

4) Permanencla del embrlon eﬁkgllcer Y
no mas de - una hora). a temperatura‘amv

5) Cristalizacion ineficiente,

6) Sellado de pajillas inadecdédo

7) ' Seleccion de moleculas: son
macromoleculas mas estables‘y §uf6‘~ las: “'suero fetal
bovino. i o

&) Mala programacion en los ranéos de. temperatura en las
maquinas cogeladoras.
9) Mal funcionamiento de las maquinas congeladoras.

10) Posicion inadecuada del embrion dentro de las pajillas,

Causas desconocidas.
1) Los embriones de ciertas donadoras. sobreviven mejor a la
congelacion que otros de diferentes donadoras.

2) Embriones de calidad 1 y 2, algunas veces no sobreviven a

la cong' iacion.

Unia vez concluida la evaluacion, se empajilla el embrion en

una pajilta de 0.25 ml. Montando la pajilla en una Jjeringa-
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insulinica para podeflintroduciriel medio 'y formar una. serie

de columnas.

e aeled : y

e () ) ) o]

Sello Medio Aire, . Medio s Aire: Medio - Aire Medio Algeodon
+ ’ e

"Embrion

Ina vez empajillado el embrioa.,sé ;evﬁsa la pajilla en el
microscopio estereonscopico a lZX'ykse busca el embrion, en la
columna correspondiente. ‘

Una vez la pajilla con el embrion, se introduce en un
aplicador para transrerencia embrionaria, despues se coloca
una funda para transferencia y finalmente se protege con una
camisa sanitaria.

Al transportar el aplicador de transrerencia con el ~embridn,
no se debe de agitar y se coloca debajo del brazo para
conservar. la temperatura de 37°C,.

Lesiones causadas por la congelacion y descongelacion.

Por ejemplo: Todos los blastocistos bovinos, congelados
muestran algun dafioc al descongelarse, lesiones como
vacualizacion de celulas, espacios extracelulares dilatados,
restos celulares en el espacio perivitelino y aumento en el
numero de mitocondrias, asi como ruptura o pérdida de la ;éna
pelucida. Todas esﬁas lesiones afectan significativamente la

tertilidad (Esper, 1986). Estudios realizados por Elsden et
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al., (1982) conclﬁyéhudﬁe.ldsfemb‘ibneé de mayor supervivencia

son las morulas, blastoci: stjgvénés:y maduros, por lo que es

conveniente cqngé&a a 7.5 dias de edad.
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