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¡;, ;ii .• :1:< RESUMEN DE LA TESIS: (favor de ncrlblr <ti •numen dúu teáisa m"1ú1~';, .;,·25~,;ng·Ía.nu· a un espacl.;· com4)mblm~ eln salir del 

.'.'.?:>;it1o"ª~ct""°'1:Zt'º· . · . . . . :'i;~,.;'f\'.i}/~;;W~;~:r;r.c;:, . . ·· f ' 
:r ;; E 1 pres en te traba Jo se rea~ izo co~ e 1 flrJ:1.,<l~¡,c()rnPª ra r .. 1.a .. fer t 1 1.,-¡·~ª-. ..;. -.. ~e--e~m--~ 
·.<';: briones del bovino en estadio de morula.y,•,blastoclto congelados a nivel de 
:;;,~:·:'" camP.Ó con<::l~n aparato manual. El trabaJo;~~x(e~Yizó_en.la'explotac,ión ''Ca
·~')"" .. sa e.1 anca 1'; 1oca11 za da en Acatzi ngo, Puebl'.ñ'.)'..~S~\ real l za ron 38?,: t ransferen-
'" "'~las-'de éníbrlones de vacas donadoras de'"J·a.R'aza·Pardo·:Sulzo:Europeo •. La, 

~;; ~ole'cclóry):le embriones se realizó por eFÍnétodo no.q1Jirúrgleo'. lnmedlata-
t.~.;··.i .. ' .. ;.·,·:.',_:: ... mente des¡{Úés de la evaluación morfológica; ·los-embriones fue.ron colocados 
' en Dulbeéc'o Fosfato Bufferado (PBS), adiclon.ado con 10% de glicerol y se 
i/ _'. en v ;na ron ;1 n d l v 1 d u a 1 me n te en p aj l 1 1 as de O • 2 5 m l . Un a vez 1 den t i f i e ad as , 
'f se inició ~l proceso de congelación, el. cual consistió en pasar de la tem

peratura ambiente al bano de etanol del c6ngelador m~nllal a uria temperatu
ra de -6 ºC: ó -7 6C; después de 1 a i nducclóri de la cr is ta.1 izac:l:ón ,,J>ermane=' 
cieron dur'ante 10 minutos a -6"c. /\ partlr .. 'de.los -6't el des·c~ns·o:.<dé.Ja 

l
l te m pe r a t u r a se re a 1 i z ó a un r i t m o de O •· 5 • C l m· i .n . ha s ta l os - 3 5 ~ C , te m ·pe r á ·~ 

.. tu r a il l a cu a 1 se s u me r g i " ron e n n i t r ó g 'en o l í q u i do , en e l que se a 1111 a e e -
naron hasta su utilizaci611. Solo se co.ngelaron las mórulas y los blastocl-
tos calidad 1 (Excelente).La descongelación se efectuó en cuatro pasos. 
Cabe aclarar que solamente se transfirieron embriones que al descongelami-
ento se clasificaron como de calidad 1 (Excelente). La transferencia de 
1 os e m b r lo.ri e s. s e 1 1 e v ó a ca b o p o r e l m é to do q u i r ú r g 1 c o a t r a v é s· · d e · u 'n a 1 n 

,::-~J.c~i'.,p'n :e~'{él fl'anco del lado ipsi lateral al ovario presentando cuerpo lú
•'.t é,:6 .. ;_'i..:• ~e : ·t r a ns f i r i e ron 3 8 7 e m b r i o ne s de l os cu a 1 es 1 3 8 fu e ron m ó r u l a s y 2 4 9 
:. b J ·as' to e i tos ; e l d i a g n ó s t i e o de ges tac i ó n se re a l i z ó a l os 4 5 d ras pos ter 1 o 
res a la transferencia. El porcentaje de preñez obtenido con las mórulas y 
blastocitos fui do 58.69~ y 53.41% respectivamente, sin que e~lstiera slg
nificancia estadística {Ji cuadrada, P)0.05). El indice de preñez total fu 
de 55.29%. Se concluye que al transferir embriones que al descongelamlento 

_sig!Jcn r..onservando su calidad 1_,_!1.Q...~~ diferencia en cuanto a su fertll dad 
es costeable la ticnica como una herramienta más para el ~IJ?~lm~gQfRo~~netlco 
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M.V .. Z. José Pedro Cano Celada. Comparacióti de los porcentales :,< . ·:._. __ 
de "ferti 1 idad de· enbriones .. de bO-~in~·~ en'. estadía de mór'ul a v 

blastocito~ con · 1a 
.:: .· . . . >~. 

de · trarlsteretlcia· 'd~ embriones 

con!=lelado~-a 

Asesor·~s: M3v. Z> .':~~~f:~Z-~·s OcarñPO ··g~~·~-~·~~·~~~- -t~f .. ~~·z:~ ·Msé:. 'Javier 

fertil~dad dEi 

blastocitO cOn~e'~-~d"C??:,; ·a ':-~·~v~-·l 
:~:·,:: . ," ';· 

trabajo_. se rE!al izó- - en 
:"-.-,: .. 

localizada : en>' :;:;~c-~,~z·i'~~~). 

~comparar 

:-. 

eStadíO-= de mórula 
'-'. --·-· -,• 

la 

V 

de campo con_:_ut:'I; it.Par.at~-~ manUal. -
:,::·· 

\·a·.:,- ex.P1ot.~-C·Í' Ó.n · ~:.~·c~~a' :· Bl anc:a'_1 

Pueb1a· .. 'Se rea 1 izar.en 387 

por el 

método no .Cl~·ir-:¿~9iC~>- .. ~.I~~~~'i.:t~~:~n:~-~ :d~spu~~~ de·:-la eVii1~áci6n 
;_·-..:'. . :-: -·. . ·.·· . ·.·. _:. ·-~- •· .. :: . " .. 

mor"fol69ica los· e'mbri~n~s',: f'Ueron ·colocados· en ~'Ulb·~~co'~ F~s~~t·~ 
• • I • 

- . . . . . . . : 

Buferado ·<PBS) ·adi~ionado con 1 OX. de·:~·. 91 fce.Fol "y si~. ~;~áva~-ar.~n 
. ... . . ·' . 

indi vidualrrien·te ~·n · ::pa_i i i lás:'de o. 25 ml. Una vez identifica.da~·~ 

de la 
. >.:. : ... , -.-.-.' 

te~-~e;~tura .·~mb.ient~. al baño 
:'·, : .. ,:,,. ·. 
del ·:··co·n~e1 ador 

·., . -:; :.,· ·',· -:: 
manual a "·u;...a ,terRPer·atUrá. de . -:-6•c· o· -?·e; deSpués··. d~ · la 

inducción· ~·,-~~,¡·a~,~~ i~~-~;~:fz~~'-i-ó~- pérmánec:ierOn. dur~nte :."1 o ~ .. 'minutos 
' . . ' 

A, Partir de los ·-6•c e1··'-des-censo de':::~a'..'f~~~~~r~~u.~a- ~~ 
"'· .. ··-' ·._.: .· .·.-·- : 

ut1, ,...¡~~o -~e O .. s•_C/min hasta ·"i"oS -3S~c;· ,•t~~~e~~tÚ~·a· a realizó ,a 
>. \.-<. 

la cual· .se sumergi~ron en 
-.... .. . ,,,. :::_ ; '. .-- ; ;:'_: 
nitrógen~ liquido. en '.·e1 :/ que se . , 

almacenaron hasta su Utilización. Solo se c:on~elaron las 

mór_ulas Y. blastOcitOs calid8d 1 .<exc~lente>-. La _descongelación 



se efectuó en cuatro Pasos~ cabe aclarar que solamente se 

tl'"'ansfirieron embr,fones: que al desconqelamientO .se Clasificaron 

t;.·ansfe:f.et,1~ia 

embriones'se-llev'ó.a Cabo 'por·el-~ét.O~o quiJ~~aico ~·,:t_t~0á.vés de 

una insici'ón :·.'e~· el ·,ilancO ':·de" ·
0

.:1~~~~ ;.:-;~~-~-~l~te~:~··i ··'·-·al" ·'ovftr~o 
presenta~d~-. ~·ue~Po .-. ·-1~teó:>.se .. ,~:t~a·n~f s.·:~.i-~rOn · 3.á7 ··:~ '~~o~~i~~e~. de 

los ··c:UBl~~<·'i3~-~-f~~:;~~;·.~-~-~~i;~~ _\/ -249 blk..sto~i tO·s·í :~·¡-· d:i·a~nóstico 

como de' calidad '. l <exCeiente> .. "La de ·1os 

·: ·;,:" ·::.::"'. -.- .. , . ¡·· .. , 

de ·-:aest.ac:tón ,.se· - :f-ec:l11·~Ó- a ros:·· ct.S --~--d:_i~~-"' poSt.e,rior:es a· la 

transfe;·e~:~¡~'~.:: E .. ~ ~~~~e-~tBié d~·-'..Preñ~z obtenldo _con las mórulas 

v blast~-ci\;~~:.~:;~~:~d~~-~-9~~-~9-~·~~ ;-~::5~:~~1 % respectivamente,. sin que 

ex istie'r~ ~,i9~,i~i\~:~~~T~' ~~ ~-~-~~-~'¡:~-~i~~:a ·°<Ji cuadrada~ P> o .. OS>. El 

indice de Se concluye que al 

transferir emb~~io~-~~ ;-,~-,~u~:~~·-~·i·'::· descogelamiento siguen conservando 

su caÍidad'i" -·no- .. eX'i!:/te· cüf'e·rené:ia et' cuanto a su fertilidad al 
:;'.~ --·. ~'.- ". '.:/ 

ser transferidos·;.·. -~-1",:~o~~~nt.aJé · t~tal· de gestación encontráda 

en éste trabajo indica _i::¡ue·,es c:osteable la técnica de la 

transfererÍ-cia·-de -embriOnes con9elados, Y que prevalece cOmo una 

herramienta más para el mejoramiento genético de los bovinos. 
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rr. INTRODUCCION. 

La transferencia de emb~iones constituve tan ·solo una 

parte de la· biot&cno-!OQia aPl icada,, ·en_ el ··esfuerzo Por .Proveer_ 

de aliRientoS ·c:on un ·aii:.o valor pr.ote:icO ·como la carr1e· .v la 

leéhe,. a 

niVel mundlcll. ··Ef la 

· La tr~~s/~~~~~~:<~ d~>e~bri-~~-~~\--·~~r-;..·i·t~ mejorar l"a calidad 

genética del' h:~-~~:,:.~ac:'·¡~n~·-1· ·r·~~~~i:ndo. '~l-:;_·i~f-~-r~-~1~~-~e~eracional' 
(25,. _ 32> . e __ ;¡·~~~-:-m:~~-~-~~~o ~º:i'~- in~eni-1 d~~~ ~:-<s~"i--e~~-i ó-~·-; .. ·<·~;-, · -·~de~ás 
ofrece J?er~pect.ivaS,_º,· =· muv- -~'at~,~~~--{~~-~--:· ~~-~~t la 

~estac:iones-coñ'- embriones· ~:ip~;-~·_¡~os _: ó ~~~~~~-~s~. 
d_es'arro110 _.~26,, _ s~~: __ 66-> .' 

·-. ---
~-ª ·.co~sistenc::~a '~-_en'" lo~ r~sul t,a~os·~:de ·:la .t-rar1~f~J...et1c;;ia\ dE!_ 

" -. : . ~:/:.; ·~ 

embriones P.~~ria ~.~eJCwar?~fgt.'li·frcát.i'V.am~~te· ·:·e~ .. e·s~ad~ :de·' la 

industria· - -de: iá ·t.r-anSf~f.-enci'a- -,~~-;.;, e~br'i.~n~-~ ·/bOvinos, 

particula~·mente·· ª¡· .p~:~~i~·ir .. pr~~ic.;}ones·· e~c~~~rit-~ª~::-_~ºn.Fi~~~1;~-~
E1 desarrollo de ·nuevas· - ·:,~~;~~¡~~-~ :·~ª~:~ ; ~eJ~~~~---'. ¡·~.-~· .: tasa·s de 

._,_ ,,. '~ ' .- " . 
éxito en-· -1a-"-t;..~-n~ferenCi~~ ,'d~·,-e~mbt--i-0~~~-;"' -i-~~·~-i'~""a~· .. ~de;n·ás·j de_-·1a 

gran cantidad ·d~·:.:;~ndos;<· r~~~e-~Ydos·, la· neces.idad:'de.: inferir a 

individuos, ·el 

de ·:-~-i~~~{~ic~-~· más que de. 
- _·;.. _:;: ... > . 

per:sonas a1r'~d~dor'' de la 
:":,'"', ·. _-_.:;, .·:,'. : 

involucramiento de 
·, '· . .· .: ' 

indust~ia' de --la ··t:.rat1sfÉ!·t~et-iciá. de -em.briÓ~es y ~rinciPa~_mente los 
- " .,. 

extensos- PE!riodos requeridos para la inves~igación C21). 

F'ALLA 
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Los embriones· pueden ser trasferidos en estado fresco ó 

congelados. La congelación- de embriones· tiene como objeto 
' . '. -. .~ . 

detener el . Pr.oce'sO·:· de :desar·ro110 _d'e '.é~tos ·sin que se· afecte su 

viabilidad. ··e:st:~{ ~~~~·d-ci '.~~~r~:i t:~ Pr~se·~.Vaf..Ios d~~·ante··-~er iodos 

cortOs o ·íargJ.~:· ·v· posteriorinente~· una vez 'desC::onge.lad~s, 
, - . ~ ¡, ' . ' -

las r:.eceP.toras para -__ que trans fe~ ir~ fo~~ a 

su ~-esarrd¡:i~ -c62> .:: ' 
>' 

Las Primeras 
-;·· - : -.~" ,· ... 

vivos la rea'! t'zó Pciu9et·.' c'i_4,_ SO>. 
' - - --· --,·~· ' .. --- •· '-~---'. -.,._e_•, - o - , ___ . _- -

Í...a -Í-~dJ~tr·ta: garlad-era se' re~01·J~-i-~·n¿··-~ é:~n el deScubr'imiento 
.. · -·· -. . . . . . -· . ,. 

como protector dél :~-~-per~~-tozoid:a· p"ara·, evitar \e·1' 

daño que se efectuaba durante· el· -~,~on9el'~~~entd:~: ~:i 
del 9_1 icerol 

YSO ~~- .dei-

semen congelado pcira la i"nse.mití~2-¡'~n ~-.-~-~~~¡-}-i~~--~~. ha hecho 
. · .. ,, -· ,.'. : 

posible el desarrollo de pruebas· .de. progenie .Y· el; .. ':-'SO óptimO de· 

sementales selectos genéticament~- a'i:red~~~'r.::-del. mUñdo. 

Chang y Smith reportan en las déca.·daS::de··. lOs "cinc:Uenta -y 
' _- "" 

sesenta que un porcentaje muy baio 
. . : ' ,,·-._-

det:embriones cOntiiiuó su 

.- ,, ·. :, 

reportandose Fetos viables: de :·conejo·.((, ·13~- 63>.·. 

Los primeros. inform~~:. P-Ubii-~~d~s de :·a·ltO ·_éXit~. e~ el 

con ge 1 ami en to ~- de-seo-~~~-~ ani:~ ~~hó ~~d~· -~mbt- i·ó~e5 .~~~mi f~t:;;s·,o-. fueron 

hechos por 
. <::- - :-.:~--'. . 

Whit~i~~ham,, Wilmut y 
.' --, 
RoWsón, ·::info.rmando ·; IoS 

,·--. 
nacimiento_s: de··;emb~i~~.;es de ratón congelados·· a :-79•c _<70~·- 75). 

La mayoría de é·~t.~-,· "i:ip-~:·Cf~·.···~:l~~-i~~ se Puéd~ ·congelar 
--~ - ,, 

solamente · rriedianté '_·de un crioprotector; 

substancia que protege-·a la'· célula durante el . · proceso de 

enfriamiento y congelación (46). 
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La concentraCión''de ésta·substancia~ varia desde. !.O Molar 

CM>, C40, 731, 1. 5 M, C4; 7:2, 7.Í·¡; iiasta 2. O M C45, .. 57). 
\._,' 

Se han congelado ~·>dtosa~·~~:te ·~~-em·br~~-neS· d~ rBta,, coneja, 

borrega, ··~~~~·~',<~- yeg~~~·.·Y;,, se ha · ~·~·~-~~~i·~~~t~~6. con· los·-· de' ce.rda ;_- ___ , 
. '--~·:; " .. '· - '( 

. EI.·n~cifnfe~t.o '·d~~·i<?s 
:··''···.---.> 

~"'.' i. m~~o~-- b~ce.rro·~' como_ prOduc:to, de la · 

transferenc:i a·. e.e··. ~~bt~: i'~ri~s~:~~~ge·J ~d.;~ -~"ue9o ·. -d~-~c,Onse ·1 a:dos 

fueron reportad0s por' 'Wi lm~~ .-~ -·~~~-~~~:~ <~1-~: 7SL~ 
y 

En aus·encici a~ ·un~ :~/¡_·~~~:~~-~~t'~-r j-~~~-::~·~b~ i-~~~~; mam i feros no 

sobreviven a la disminución'-·de~la' :t-~mP~r~~-tü·r.~ ·m~;\~-~-:a ~2o~C, 

los crioprotectores más 'ariiPlianí~itite usados son el Sulfoxido ·de·· 
·_.-;_'._:·_ ... :;" '-.<_ ·._ .'· e-: .. __ .,.-. : .. : ,_ 

Dimeti lo (DMSO> y el'. gi ic'.~~ol ~ .ambos \;enetir'~r• _l:as _cé1U1as (57> ·• 

Además se han uti 1 i'z~d.; ·e{ __ -e·~:i l~:~;i···¡~~-~ _,-e ·el· propi-Iéngl icól el ; · 

1-2 propanediol C62J. 

Al principio ·.:de la :conservación -:·dé,. 
·.· ... - . . 

.~ffib~i_o~.es· ··por 
···, . ,._;_.:,, ; ·:-;.- . > - . i'_:--

con:gelamien~o se ut~l.izó '·.·c~mo ·c'ric;protec:tO·r- D~SO~ ,mediante· la 

técnica de enfriami'~·~·tc;~ Pe;::iód:ico <75;,:-761. 

Usando ·Sul 'foxido d~:.·.~:f~~~{·~-~c' ~-~~sb1 ·como ·cr~oprotector,. ·se 
·;-\ ;·: ·,._ 

ObserVó que los . ~mhriones sobr~v:fvían a la congelación a 

-196ºC y -269ºC, co11 un 35 ;:.: de desarrOllo ·in·vitro 

obteniendose algunas preñeces~ 

corroboraron ampliamente al poco tiempo:- <?'1,. ,]:i~·. ?~l."' 

Jadkowski demostró en 1980 mediante marca.;:Íóh radioactiva 

del glicerol, que ésta sustancia protegía la--~~~~~ª~- durante los 

procesos de en'friamiet1to y congelación,, su 

interior. Heise y Gording lo denlostraron con D~so. y ·glicer.ol 

C26, 38). 



Desde el iniciO del uso de la técnica de enfriamient~ 

periódico acelerado en embr:,iones' Vacunos~ se.ha:generalizado el 

empleo· de , gl icerOi ·como - substancia c.Í""iopr"6t~~to;.=a~· Mediante 

éste método 

y 

descongel.~mi~~t;~~ .. c~; .. -~¿·:~<i·,;.~:,/~2i{~" <. ,. :· .. _ . .- " ._. 
~~--i~~O~~ 1 ~~·as· .e __ ,~i drofóbicas el . G;·~C~,~~ ;:.:~ i<;Scú~ ,·~·~~~~Í~~;~-~~·e~·: 

. . ·' ·;, - ·:'.:'- .. '.·" ·- ... :<-.. ·.") .::-~-: . J_: 
glice.rol-. y:· el DMSO penetran en ia "cé!Ula.':por di Fusión libre Y 

solamente ·d~~~~l'~:~'. .. d~-- ~{~un~~-~,~-:;;~~ ~-:~-~~-i 1 f·'~:,..:~·~ -~~i~~ic~~· s~ inicia 

38, 46). 

El ~~n9e~,~:~~-~~~:~- :·de -·~na·:o_. · ~é1U1a ···vi' V'~ if.idUcirá un complejo 
. -- '.:'.·. '. .... ·: ·.~ .. ~··--:-· :·>-· 

proceso fis'ic~qu~~ic~ ;·de transp·o-rte de· C~.íor y agua entre la 

célula y···su·m~di"o. ·-~xt·~r~6.::.\_oS. embriOnes solo sobreviven a la 

crioproteccÍón · · en._., 
.··.: ¡-.,.: .... ·'· .,, ·: 
pÍ--eSeticia·- "de:· un crioprotector en 

concentraciones er1tre' · ·1 y. 2::molar.~-.: <M>. Durante la adición y 

di lUción .de-;'~n cr:¡·¿.~~'.~té!ct~·r_ pe~~~r-~nte al medio que rodea a la 

célula, ésta sufre· c~~b~~s-.;_·~S~~~i:~~:. a¿mentando su tamaño. Como 
. ' . . .· -

consecüencia ;de 'lo -~n-ter¡·~r> ~;i l"a adición ó particularmente la 

dilucióh del;- <7~-~~~~0~~~t:or'- s~<'_·: llevan a cabo inapropiada.mente,. 

se af'ectará la Vi·a·b:t1i·d~cJ' d,e -l~s c~él-~IaS c64>. 

'-E~ d~~~o·~·~aia.~·ie~"tO'._.' ~~:uno '·'.6 ;tres pasos cOn el uso ·de-_ un 
: : : ~ ~ ' • :- < • ' ,::: ·_ ~. ': _ .: - , ·: • , • ". 

compuesto no permeable como '-1a·'·sacarOsa· ha permi_tido un ahorro 
' . : ·-- . ~ ·, '. ... , . ' -

de tierripÓ Y mejores -..:·r~su1'.tadOs." A~i ,·· ·a:1 .,e·{i~fnar. .J~os 

crioprotectores :i~trace1~ia~~s :.: :~¡~~: ~~:f,setn¡ a·u~ento ~~~-~erado en 

el volumen celular.del 

ferti 1 idad (641. 
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Las aplfc:ac:iones prác:t.iC:as de _la. __ c:ongef~~ió".l de ·embriones 

son bien conocidas~. sobt:"e todo·cu~ndo "el nl.!lmero de embri"ones 

obtenidos· es superiOr .·n~m~:~-~- '~~ '~~~~1p,tora~- .~:{sp~ni':~les 6,. 

si por el c:ont:~~;-~·~,f :\·las:·-·. 'r'e~~:;-~~:~~-~ -~·~-exc~den·:~~· al - ;~~~~~~'.>de 
·~-·. <-:· /_':!··-:.::> ::·<· < -- -

embriones. 
''.,.,, ¡>: ) .. .._ ,_,·. .._ ..... 

calidad_ y' la etapa de d~sa;..·r01'1'6 d~·l_.emb~i'.~~---som~-tido a La 

la congel-~ci_ó~' 
:.-·.,.. ·-·.•, · .. '' 

r~:)¡ ~t~-: de .::· .. :,~r-~t1 '.·;-'Í~~-::;~~a-nci ~} 
: .. - "<·; . 

debid6-:a ·:"que nO 
·- ··; de las hembras 
-.- -

S!Jperovllladas son-·aptos par·a su co·;,ge_I.áCió·ñ·. Par'ticÜ1á'rinente en 

la especie que el 

después de la _congelación puede variar entre 70 .Y- 90 :-::: .. Es.to:ha 

sido demostrado Por varioS estudios es, 49p 64p 69>:· 

Los embrioneS ' .que se deben congelar son·_..de-··seis a"·ochcl 

días de edad en estadio de mórula ó blastoi::it~ .. ::.:o~berán 
;" -. >:" .: .. 

congelarse solo embriones de buena ó .excel_~n~.:i:._c:a1_fdad:.Pues l.a 
,· : . . 

criopreservación parece más· dañina para embf-ion~s dé_. calidad 

deficiente (1). 

Utilizando programas compUtilrizados: para la .- graduilci ón 
. - ·- --

paulatina del 
'·· -.· .. -. '· .. 

enfrfamient~ y·~- descenso ·de ra· temperatur.a 'hasta 

tecni Ficar racionalizar. 

,"· .·.- . ' 

~inbri~nes,.::· se ha poé:Úd:~ .. mejor:arp 
:, - - ~; '. ·.": .;-e:: 

.- e:onse1ac'¡·on de .éSto·s--- · 

el congelamiento<" de: los' 
" 

_ - --¡- --o, , - e 

<14). . ; . ... .. 
' - . . . 

Hasler encontró· qu~ aparentemente el estadio-del embrión 
..... , ' ·:" . 

influye en .·la fer ti 1 idad aJ: '-ser. transf"eridos· i~nl~~iat'."am~rte 
·:·' ·. "·: 

después de la cole.cción·· Cfresc~s), · l~.'..,f,~:rti~.i:d~d :fu~_ niayo'r: al 

transferfr mórulas C77%) que cotl los b,lás.toc.i t.o·s· .C7SX:~> (36). 

FAlLA DE º
'') • n('.l\-U ,' ¡, ., ¡·- ¡ •r 

, 1 t 1 t.- ··- t " 



E: 

Algunos investigadores ·han encontrado que ~a~to el estadio, 

como la calidad de los: e~b't-io~es qu~ son .con-geladO~ .tambié~ 

tiene 'erecto ··sobre l'a ~i~~i:l.id:~d al des-congelar, y. sObre los 

Se consideró:·.'~-n .-~~~~:··t·r~-ba;j-~ que·en -~~~adio:'de ·mórulá se 

p~~c~'~-t~j-~5'.:. d~:._ :'f~r~11.Í.d~d 
·:· .. ; . -

·c0mpa;..·~d0 -. con ·1os obtienen menos 

estadios de b1ast.ocÍto, -.por ~'~·o. :~~~i~ ·.;:~~ :fun-da-~~~~6 era el-· de 

comparar fos porcentajes de· 
:, . , ~ ,; -:~-,:· :: .. 

f'ert.ilidad ·de-·embriciñE!S -de .. _·boV.ino 
·';'.' :-:·. :-,O'; - .-· :.:·:. - ·""'- -:_;_-=·· -• .-.~ .--:-•• 

transferidos en · estadio. de mórul._a.~~ _:_- b'1áS~oci~O~~º:-c~nSu~iBd.os: a 

nivel de campo con un aparato man'ual. 
-,; _.,., -

El objetivo en éste trabajé> f'Ue_· Ob·~-~r
1

V.~r la ;_fer:ti l idad 

obtenida con embriones en estadio ae .. mó.rula _y _ b.l~-~tocito 
. .~: i 

congelados con un aparato _, manual a d8 ·campo,, 

compar~ndolos entre 

mayores posibilidades 

si para: e·~t~·~-1~~~; c~:~-1~-~ ~e éstos ~-f~~~erl 
de fert'i l i·dad :~~ ·: .. in~;·e~~rl~·~r.:<:¡~-·-'~a·;~~1dad 

de desarrollo de embriones - de mala calidad Y.a -.que ... c6n ·éSto se 

puede incrementar la eficiencia de la • transferencia de 

embriones. 
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1. MORFOLOGIA DEL EMBRION. 

Austin y Short marcan que la mórula es una pelota compacta 

de células. Poste_riormente en el blastocito·comienza a aparecer 

una cavidad llena de fluido'" ésta cavidad ó blastocele se 

agranda rápidamente hasta que el embrión seineja una esfera 

huer.:a. El blastocito tiene una capa peri'férica simple de 

células planas l lama1jias trofectodermo ó trofoblasto Y i..ma 

pequeña protuberancia de c4lulas a un lado de la cavidad 

c-=ntral'" llamada masa celular interna Clnner cell mass>. Esta 

última es la que principalmente dará origen al organismo 

adulto'" mientras ·~i..'e las células del tr-ofectodermo formarán la 

p}ac·~nta y las membranas embrionarias .. En el blastocito se 

desat-rol la 1..ma. •=avidad q1.1e comienza a f'ormar-::e cuando no más de 

veinte a treinta células están presentes.. Después de su 

expansión" _el blastocito eclosiona y gradL1almente se alarga 

hasta tener una longitud de 20 cm. antes de la implantación en 

la seg•~nda ó ter-·=era semana de gesta•=ión C2) .. 

Se considenJ un embrión en estadio de mórula <mórula tardía 

compacta> cuando ti e.ne ap1-o~~ imadam•::mt.e 64 blastómeros, y éstos 

se han unido formando una masa compacta qL~e ocupe del 60 al 7o 

Y. del espacio Perivitelino C23" 29. 32. 36) .. 

Un embrión en estadio de blastocito temprano posee una 

cavidad llena de líquido o blastocele:o su apariencia general 

es de un anillo que ocupa del 70 al 80 % del espacio 

Perivitelino y en el que se puede diferenciar entre el 

trofoblasto y la masa celular· interna (23, 29, 32, 36). 



1(• 

Se denom"ina a un embrión b·lastor.:jto cuando existe llna 

pronunciada diferenciación de las capas trofoblásticas exterr1a 

y mayor c:ompaC:tación de la masa de células internas~ así corno 

cuando el blastocele oc1...,pa la mitad ~' más d~l embrión C28, 29, 

32, 36). 

Se denomina a un embrión b1astocito expandido cuando es más 

grande y adel9aza su zona pelt:f.::ida C2). 

Entre los 6 y 9 días después del estro. los embriones se 

encontrariat'l en estadios de: mórula tempt·ana~ mór1...fla compacta 

aprox imadarnente entre 5 y 6 dí as~ bl astoci to temprano entn~ é y 

7 días. blastocito y blastocito expandido entre 8 y 9 dias 

aproximadamente <12, 29. 32. 49). 



11 

2. CLASIFICACION DE EMBRIONES. 

Para evaluar la calidad embrionaria se utilizan los· 

sig•..fierites parárnetros: forma,. color; n~mero y compactación 

celular, tamaño del espacio perivitelino, número de células 

etttruidas y degeneradas y número y tal la de las vesículas C23,. 

54). 

Los embriones se clasifican como calidad grado 1, 2, 3 y 4 

de acuerdo al manual de la Asociación Internacional de 

Transf'erencia de Embriones <IETSJ y solo servirán para cong.elar 

las dos primeras va que son cot1 los q1.fe se obtiene un 

porcentaje ac.e:ptable de f€rtilidad C23. 29~ 54>. 

S'= le designa a 1..m embrión calidad 1. cuando es esFérico~ 

con células de talla,. color y text1..1ra ut1if'orme que tenga más 

del 98 % de las células de la masa cel•.llar aparet°lt.emente 

activas y sa1'\as y que presente blastómeros extruidos (23 7 29). 

Los de calidad 2. cuando tienen del 70 al 98 :-: de las 

células de la masa celular aparentemente activas y sanas 7 con 

pocas imperrecciones triviales7 como escasos blastómeros 

extruidos 7 ligera Forma irregular y con pocas vesículas (23 7 

29). 

La calidad 3,. cuando tienen menos del 70Y. de laS célUiilS-· d~ 

la masa celular aparentemetite activas y sanas 7 problemas 

definidos pero no severos,. como presencia de blaStómeros 

extruidos,. vesiculación y algunas células deger1eradas <23>. 

La cal"idad 4 degenerado7 cuan.do existen· numerosos 

blastómeros extruidos7 células de tallas variables 

degeneradas así como numerosas y grandes vesicúlas (23,. 
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3. TECNICAS DE SUPEROVULACION. 

Debido a algunos problema~ asociados con la fertilización 

in vitro er1 los animales domésticos. la superovulación es una 

de las técnicas disponibles para la obtención de w1 elevado 

número de embriones. En el ganado lechero la superov1..1Jac:ión se 

ha realizado tradicionalmente mediante la utilización de 

gonadotropina sér-ica preñada <PMSG>, extracto 

pitLátario anterior de cabal lo <HAP>, la hormona folículo 

estimulante <FSH> y otras (9, 30, 51, 61>. 

Ex is ten di versos programas de superov•.~l ac:i ón en el ganado 

bovino, basados en la aplicaci·~n de FSH,. FSH y LH y 

Prostaglandinas C16, 31, 33. 52, 60, 61>.. 

Las prostaglandinas PGF2 al fa y sus análogos han 

simplificado la metodología de la superovLdación, ya qr.~e la 

rnayorí"a de las donadoras SL1per•:.<v1...1lada:; manifiestan estro .a las 

48 horas de la aplic~ción de la PGF 2 alfa, su uso permite que 

el tr.atarniento se inicie en la fase lt.'.ltea del ciclo astral, 

además de permitir un mayor control en el momento del ·estro y 

la C•VUlación Y por lo tanto un mayor nt.:lmero de embriones (7) ª 

Gonadotropina del Suero de Yegua Preñada <eCG> ª 

El desc1.1brimiento de ésta honnona,. aportó un gran recurso a 

la superovulaci ón,. al favorecer el d.esarrol lo y maduración de 

mayor nL'1mero. de fol icttlos e incrementar la ·tasa de ovulación 

(15). 

FALLA DE OHlGEN 



Esta hormona ha sido ampliamente_ utili°zada debido a que ·sólo 

se reqLüere de 1.1r1a aplicación, dada·su prolongada vida media de 

activid~d biológica. La dosis varía de 1,500 a 3,000 UI Y se 

aplica por via intramuscular dLu-at1te cualquiera de los di~s, 

del noveno al doceavo día del ciclo estral.. Generalmente 48 

horas después de iniciado el tratamiento con PMSG se aplican 25 

mg de PGF2 alfa, en una sola dosis. El celo se Presenta dos 

días después de haberse inyectado la prostagl andina (22>. 

La desventaja de ésta hormona consiste en la variabilidad en 

la resPLlesta individual de las f1embras tratadas, siendo los 

Factore'5 qL'e pueden influit· los siguientes: 

a> Las Pr~paraciones de PMSG var-ian considerablemente de 

lote a lote~ ta.rito en potencia .-::orno en contaminación, además de 

no estar est~andarizadas de a•=ll•~r-do a las resp1.4estas º".'ulato1·ias 

de las difer~nt.es QSPecies en las que son utilizadas <22). 

b) Debido Zt s•.1 Prolongada actividad biológica a menudo se 

producen muchos folículos desarrollados que no ovularán 

11..,teini zá11dose y poste1· 1.:.1·mente incrementando en for·ma at1orrnal 

los niveles de asteroides al momento de la ovulación:. lo que. 

t•edL~ce 1 a tasa de fer ti 1 i zaci ón, así como el n~mero de 

embriones normales desarrollados (22). 

Dados los problemas encontrados por el empleo de .la "PMSG, se 

desarrolló un suero anti-PMSG, tratando de regular Su actividad 

biológica, el cual al aplicar-se S ml por vía intramuscular a 6 

6 12 hrs después de haberse detectado el celo a lo:=- ani.males 

tratados, inct·ementa el nl",mero de embrioni:as trasf'::rible~, sin 
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modificar la tasa-de recuperación.de embriones ni la ovulación 

(26). 

En l.,;_ a~tual idad a la hormona ·PMSG 'también se :.1e· ·denom_ina 
' . 

Gonadotropina Coriónica- E"?JUina CEquine Choriordc · Goni:t.dotroPhin~ 

eCG>. 

Hormor1a Fo! i.culo EstfmuJante CFSH). 

Con ésta horrnot1a se ha1-. obt.enido t•espr.testas sr.1perovr.tlatorias 

signif'icativamente mejores" tanto en nr.·,mero de ovulaciones (las 

cuales se demostraron por la palpación rectal de Íos cr.1erpos· 

ll."4teos> como en la producción de embriones viables. A pesar de 

ello al igr.rnl que la PMSG" la variabilidad en la respuesta 

ovulatoria a la FSH es grande e impredecible. La FSf-1 se obtiene 

a partir de eHtractos pituitarios de cerdos u ovinos,. 

envasándose en forma liofilizada <8>. 

La vida media de la FSH en e:l bovin•:i es de 2 a S hrs, por lo 

tanto es necesario aplicar dosis repetidas de ésta hormona para 

mantener niveles sang•.1 i necos sr.' f i e i entemente altos, para 

estimular el do=?sarroJ Jo folicular C8>. 

Con la it'lYección sub•=L1tánea de FSH a intervalos de 12 hrs, 

durante 4 a 5 días,-iniciando el tratamiento en cualquiera de 

los días 9-14 del ciclo estral-, se obtiene un nómero adecL~ado 

de ovulaciones y embriones transferibles, tanto con el empleo 

de dosis decrecientes como con dosis continuas (8). 

La dosis diaria Y total de FSH varía ampliamente, la dosis 

total puede variar de 24 mg hasta 61) rng. Como regla general los 

animales jóvenes de 2 a 4 años Y cruzas de Brahaman requieren 
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dosis más bajas, mientras que las vacas más viejas (de S a 9 

años) 6 más pesadas Cde mas de 700 }(g) •. requi,erie:n dosis más 

altas. E~. necesario establecer para ~ac:as 

que son repetidamente Sl~perovuladas CB,. 32> .. 

La 

con FSH:o 

PGF2 alfa es administrada al tercer _día del·-trcltamientO 

para as~gurar un intervalo predecible eiiti·e ·l·:¡a :~l ~ima 
aplicación de la gonadotropina y el estro. Este ~!timo se 

manifiesta 48 horas después de la inyección de PGF2''·atfa,. 

debido probablemente a los altos niveles de estrógenos en Iás 

vacas sl~Perovuladas. La dosis recomendada de prostasicii-ldiYia es 

de 50 mg aplicada en dos do$is de 25 mg,. con un fnteYvalo de .12 

horas ce. 22). 

El inconveniente de la FSH desde el punto de_-._v,i.~t~·: pt-áctico:

es que requiere de un mayor número de aplicacionéS, 8 a 10 

inyecciones~ más las de prostaglandinas~ lo_~ue_·sU~Ot~e un r,navor 

matiejo de las donadoras durante la 

Extracto de Pituitaria Anterior 

El HAP ha demostrado ser ~'fic~z en·1 la_: suP.~:ov~l~ción bovina 

le administra una vez ,"al ~-i~~:; ~ur.a~te"· _3 '~ · 5 diaS.' Al cuando se 
.· ·./ ·.: .·. . .. ;· .'.. 

igL4a.l que con PMSG Y FSH .· ·e1 .!:trat.a~·iento se::)ñic.ia:_ dura-nte la-, 

fase lútea del ciclo eStra1 :-.~--·,~·~ -a~·1·Í~~;;:.pr·o~tagla;ncii~~ .'.'F 2- a.i 'fa 

al tercer 

HAP es similar a la ~uper~vulación ,en vacas y vaquillas con 

PMSG. En comparación con la FSH, la respuesta cori HAP es· menor 

(8, 18). 

FALLA OFUGEi\! 



Gor1adot_r-opina Menopa~sica humana CHMG>. 

Esta hormona se obtiene de preparaciones purificadas de la 

orina de m_ujeres post;-menopa1.=.sicas y envasada en ampolletas 

conteniendo· 75 UI de FSH y LH. la HMG ha demostrado ser tan 

efectiva como la FSH. El tratamiento consiste en la aplicación 

. subcutánea de dos a"mpolletas a las O,. 12,. 24 y 36·hrs, en 

cualquier momento de la fase l~tea. la prostaglandina F 2 alfa 

se aplica 72 hrs después de iniciado el tratamiento ce .. 18,. 

59). 

Sea cual sea la hormona erñpleada en ia:.0sup~rovul ación·,. se 

debet·á mantener los controles más. estrictos "en su ·manejo y 

almacenamiento,. Ya que éstas hOrmonas pued~n ser fác;.i lment~ 

inactivadas Por m'icroorganismos introducido.S por agujas ·y 
.-··.; :: _,:-· : __ .· 

jeringas no es.téri les,. bien por no ma'hte.ne"rse en 

r-efri9eraciót1 una vez reconstituidas ca,. ~8,. 59>. 
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4. PROGRAMAS' DE SUPEROVULACION. 

E:<isten diversos programas de super-ovulación en el ganado 

bovit10, a continuación se muestran al9w1os basados en la 

aplicación de FSH y Prostaglandinas (8, 51). 

A> Aplicación de una dosis de 2 .. 000 UI ·de PMSa seguida por 
la administración de PGF2 al'fa CSl,. 60, 61) • . :. 

2,000 UI PMSG mg PGF2 alfa 

1 

15 .16 '17 18 

DIAS DEL CICLO ESTRAL 

B> Aplicación dos veces diarias en dosis d~crecientes de FSH 
durante 5 días combinadas con dos inyeécione-s de PGF2 a1 fa CSJ, 
60). . 

PG 25 mg 12.mg 

FSH 5 5 4 4 3 3 i 2 l '2 

z_I _f -I-I _I _¡_I _·_¡ -· ¡_l_I _¡_f_._i -I 
10 11 12 13 1.4 

DIAS DEL CICLO ESTRAL _ 

FALL/\ ORIGEN 
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C> Aplicación de dosis constante ·de FSH dos veces al día 
durant~ cuatro días~ combinada con PGF2 al'fa CS~>. 

PG 

FSH 

750.750 

5 5 5 !' ! 5 5 5 5 5 

I-'~'-· 1-'~'-I-'~'-1-'~'-I-'~'-1 
10 11 12 13 14 

DIAS DEL CICLO ESTRAL 

D) Similar a B~ pero usando dosis mayores combinadas con PGF2 
alfa (16, 51). 

PGF2 ALFA 45 45 

FSH CMG) 12 12 10 10 J, J, 2 2 
1 1 1 1 1 1 1 1 

11 12 13 14 

DIAS DEL CICLO ESTRAL 

E> En ganado bovino productor de carne con Ct·ia al P.ié,. existe 
otro tipo de programa utilizando un implante (NorgeS~omet), 
previo a la s1.1perovulaci6t"t por ejemplo: 

IMPLANTE Colocación 

FSHM(Mg) 5 5 

1 1 
20 27 

Días 
posparto 

5 

1 

28 

Remoción 

5 5 Á 
1 1 1 

I. 
29 

Sin embargo no existe un consens.:i sobre cual combinación de 

t.ratamiento'3 y dosis es la 

superovulación (51). 
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S. TECNICAS DE COLECCION DE EMBRIONES. 

Se han· descrito dos técnicas de colección de embriones,. la 

Técnica .de c:=olección ·Quin:wgica: 

Actualmente la recolección quirúrgica es una técnica poco 

usada~ -la obtención de embriones a través de laparotomía media 

latef-al se recomienda en casos especiales,. como por ejemplo 

cuando hay bloqueo de los oviductos. La incisión por el flanco 

es ! levada a cabo con analgesia local.. En general no se 

recomienda porque es di fici 1 e>eponer el tracto reproductivo, 

produce más estrés y aumenta la posibilidad de crear 

adherencias o cualquier otra lesión en los organos 

reproductivos (57,. ·60). 

Técnica de'recolección no·ciuirúrgica 6 Transcervical: 

Actualmen.te' la recolección no quirúrgica ó transervical es 

la técnica más ~sada. Esta técnica se describe amPliamente en 

el capitulo de material Y métodos. 

FAL ¡ f1 
1 Lh 
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6. TECNICAS DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES. 

Existen tres técnicas de transferencia de embriones, dos 

q•..lirórgicas y una no quin.•wgica (23, 67). 

Las técnicas quirór9icas han más 

co"!sistentes de Preñez, sin embargo algunos técnicos obtienen 

los mismos porcentajes con el procedimiento no ·quir-órgico (23, 

78). 

Técnica Quir~rgica con Anestesia General. 

Fl1e la primera técnica que se utilizó. Requiere aplicar 

anestesia general a la 

competente de anestesistas Y cirujanos, buenas instalaciones y 

equipo, lo cual la hace poco práctica, por lo que·actualinente 

solo se uti 1 iza con fines de investigación C20, 23, 67). 

Técnica de trasferencia Quirúr9icu. 

Esta técnica consiste en una laparotomía por uno ~e los 

flancos usando tranquilizantes, y bloqueos, con· la vac~ de pié 

y Puede ser realizado en clínicas de campo C20, 67>. 

Se tranquiliza el animal, y se realizan bloqueos epidurales, 

paravertebrales y r~gionales con procaina al 2 %, y ·antisepsia 

del área quirórgica <20, 67). 

Se hace una incisión de aproximadamente S cm en la fosa 

paralumbar a 3 cm de la tuberosidad coxal y S cm abajo de las 

apófisis transversas de las vértebras lumbares,. del lado donde 

previamente se haya palpado el ovario con el cuerpo l~teo (20, 

67). 
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La incisión abarca piel,. tejido subcutá'neo Y móSculo (20). 

La hemostasis se hace por CO'!JPresiót1. pin~amiento Y 

I igaduras- con sut.uras abso~bibl~s ·d~ _los '. .. Vasos inci.didos (20). 

El primer m1:,sculo a incidir· es el ·oblicuo abdomit1al externo 

el cual SU3 fibras craneocaudalmente 
·_ ... ··-· :-_.; ·._·:'· ' · .. ' 

ligeramente ventrales,. 'el mUscuiO" .;bli~uo.i·~bdomiti'ai·· it1t"et·no que· 

est.·á· en' seguida,. ~ti"etie ·sus·". fibra~· cfif..igidas craneoc.audalmente y 

músculo 
' . .·. -... 

t.rahsverso';_abdOminaL: qu~ .t:.Í.e~e sus fibras dirigidas ventro 

dorsalmente~ ,_·En-el fondo de la herida se aprecia el pet·itoneo 

de color- blat1co perlado C20,. 67). 

Se introduce la mar10 cubierta con un guante estéril por la 

het·ida y se-' localiza el cuerno uterino ipsilateral al ovario 

con cuerpo láteo,. y se extrae. gentilmente C20~ 67). 

Se hace una pequeña punción con una aguja roma calibre 14, 

hasta llegar al lumen utiarino C20. 67). 

El embrión Y el medio que lo preserva será colocado con 

anterioridad en una pipeta de p1.,nta roma, que puede ser de 

plástico o de cristal C20, 67). 

Ur1a vez colocada la p1.u1ta de la pipeta.a través de la herida 

del cuerno uterino, se deposi~a el embri"ón- en la--luz del ó.r9at10 · 

C20, 68). 

Se deposita el t:,tero dentro de la cavjdad. en su lugar 

normal,. cot1 muc~o c•.,idado C20 .• 67). 

Se colocan los ptmtos et1 "X" que sean necesarios con Dexon 

del n1;,met-.:i 2 Y que abarquen peritoneo y planos mt,sculares (20. 

68) .. 

FA ¡ L' ;1 ,,_ r'1 
........ ¡..-.. 

Ut 
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La piel se sutura con puntos en 11 U 11
,. separadOs a una 

distancia de 1.5 crn entre uno y otro,. ~rnpleat1d0 nilón del nOm 

1. También se Plleden lltili:zar grapas C20, .67). 

evento post-operatorio (20 .. 67) •· 

.El diaswi1~stic1;, ·de gestaci6t1 se hace a.. los,.'45 post-traspl~nte 
. . 

días por palpación rectal c20>. 

Técnica de trasferencia no· Quir(u-gic~ ó_t1~a_Scerviccil. 

Es la técnica que actualmente más se utiliza,. para no 

exponer a la receptora a la técnica qui rórgica (55. 67. 68, 

78). 

Primeramente se inmoviliza al animal. 

El proc~dimient•:> básico .::•:insiste en palpar rectalmente a la 

r·eceptora y localizar el ovario can·•:?l cr.ferpo lúteC? C67 .. 78).· 

Se apli•=a lln bl•::iql1>i!O ePidl1ral. lava'.'do con agu~ y cépillo 

la región cornprendida entre la pet1última vértebra saé:ra y ·la 

•=t1arta •!i qllinta CO•=c:f.gea~ se ras1 . .wa .y desinfecta el espacio 

sacro-coccigeo don.de se administran de 4 a 6 ml de procaina al 

2:1. (67. 78). 

Previamente. el -embrión y el medio que lo preserva se 

colocan et1 una pajilla francesa de 0.25 ml, la cL1al se 

introduce en una pistola francesa de Cassou modificada para 

trasferen•=ia de embriones. •=on sal ida lateral Y protegida por 

una bolsa 6 c:arnisa sanitaria (67, 78). 

se- lava y do:sinfec:ta la región perivulvar (67, 78). 

FALLA 



El ·asisti=nte abre los labios vulvares par?. e~.itai- que la 

pistola entre en contacto cor'l ellos,, una·-.vez pasado el cervix 

se introduce la pistola al cuerno· utet~ino :d~'i ·lado ·de.i cuerpo 
.. ·· :,,· :.· 

lóteo y se g•.da s1.1avemente hast&:-el ·t~rc~o ant.ei-ioi· ·da·l mismO~ 
:·.,< ·: ': :: .' 

:teniendo mucho cuidado para no :·lesionar- ei· e·nd0r0~tri6. Una. vez 

colocada la punta del apl Ícad;:~-- e.t:'·_ eSte :·~i\:i·o-: s~ empuja _el 

émbolo para depositar el embriÓ·~;--(67,, 79). · · 

Se corrobora la t.rasfer;~-.~¿l.a por medio -~~ldiasi11Ó~t.ico de 

gestación en la_ receptora -~"::;·{~:~f. ciS dias' .P~st-t~a·~Pl~r_ite css,, 

67, 78). 
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7. VENTAJAS DE LA CONGELAC!ON DE EMBRIONES •. 

El congelamier1to de embi-ior~es se ha convertido en una 

pt·áctica mLIY comi.:u-. actualme11te en la ir1d1..1stri'a. sit1 _embargo el 

equipo necesario permanece relativamente fhacce'sible,debido a 

Esto, a1..n1ado a la cambia 

c011s tar1te'rnente qi..~e ocasiona 

r~~idamente, es 

cor1··aparatos mar\uales de 

ni~i':~·::.:-~de ·campci. 
'.'.~;·¿ 

LOS:: ~rílbriones con9e1ados .. ofrecen muchas ventajas: 

1> .. ·'.:~Nb se neCesita.·1..m 0'rebaho. de receptot~as .~inc_roniz~da.s 
excedentes'.~~;~~·~: ... _ .t;.ariS:fer:irlos inmediatame~te. Los. embriOnes se 

futuros lo cual reduce los costos, 

2> Se PLh::den acurnÚlar tma gran car1tidad de embriones de 

para ser usados en el lugar y ·tiempo 

adec•Jad'.)s. 

3) La· co1~gelación permite la 'colección de embriones a todo 

erttre gat"taderos · =:;-. ~~o~;:;,~-ñ i as· -espeC 1 a~ { Z~d~~~ -···; ·:'..:./}-::";-._:::~. 

::::'.'.:o:~::~:=:.::::::::::~:::::::~,~~~~!'.=~~~i,'¡~{if¡& 
6) La cot"1gelaci6n·de los embriones permite el trat1sporte a 

di fere11tes partes del mundo" siempre y cu.ando hayan llenado los 

requisitos sat"titar·ios~ 



7) La congelación abarata los costos de compra de donador·as 

muy caras y cp.~e nunca se vat1 a adaptar a condiciot1es de manejo 

Y.de alimentación diferentes a la que están acostlJmbradás. 

8) La transferencia de embriones en t~eceptoras ·:locales Y 

adaptadas, permite que el becet·ro al nace_~ 

inmunidad contra las enfermedades com•.mes de ésa á.r.ea. 

9) Puede transportarse ger1oma diploide:·~ de .fo~ma ,-.ráp,icia, y 

barata rninimi;:ando el riesgo de introdUcif- er~fermedade~. 

10> .Permite. la conservación de razas y· esp_ei::i_E!S··:·:~ ... 

11) Permite la c~·ea!=iór1. de bancos de emtwiorú=:s. 

12> Permite la 

raza~ y 

lo están ( 1 J • · 
. . ' 
Es- recomendable que no pasen más de dos años para· apl icat· los 

genética· aVanza cor1Stantemente y éstos pueden quedar· anticÜados 

genéticariiente, 6 pueden no ser· viables al descongelado Por 

problemas en el almacenam·iento mientras permanec..=.t1 congelados .. 



e. PRINCIPIOS DE CRIOPRESERVACION. 

Los fact..ores-bAsicos de la criopreservación O congelaciór:t de 

los embriones derivan de las dos primeras leyes ·de la 

termodinamica,.' jugando un papel importante cinco factof·es: él 

cri•:iprotector,. el ritmo de congelamiento,. la temperat• .. (t~~ de 

almacenamiento,. el ritmo de descon9elamiento Y ... el·.':"etiro:del 

criopr·ot.e:ctor ( 14" 62). 

-~· . - , . ' '._ : ; 

Los principios de la criopreservación·: de los .-embriones de 

marn i feros s•:in 
'.·:.· ,: .. -- ·.. . ' 

vivas .• la mayoria de éstos pri'nc.ipios son .conSecüencia de fas 

leyes naturales como son la·s. l_eye~- de .. ~·la:~ te;..modÍnámiCa. 

Probablemente el principio más·· :-i~P~~¡an·t~--":::- -.- de._~- la 

criopreservación~ es la necesidad de remover la mayor .par.te del 

agua intrclceh~l ar 

deshidrataciót't no ocurre.~ 
. -:· . -_:·.:-. . . ' . ."· ·,.: - ' . .: . -

ir1tracelular, "los cual9s"·dañ~n :;_ las·c-~dulas_-,_seve'ramerite. Ba'jo 
.·, -·-. -

la mayoría de las dem~siada ··agu~ es 

también detrimental1 por. 10- tanto, se debe de·pi:e~ta:r mucha 
,,:... ·,, 

at.etlción a los. Prit1cipios· de movimiet1to.del asi.'a a travéz: de'- la 

membrana ceh,lar, tanto al_~ ~_'!'!shi d~at~r - antes-del con·g-eiád0 c:omo 

al r-ehidratar al descongelado (62). 

Sobre Jas Propiedades "osrn6t.icas de la7> célUlas, éstas se 

enc•.,entt·an rodeadas de Ut'ta membrat1a celi.~lar, la·-- ct.~al es 

permeable a algLu1as moléculas pero a otras no, adoptando 

características semipermea~.f~·~:/i~)~, ·~?.'~«.:~~-~~P.}?~ ... es bastante fáci 1 

para el agL,a atravesa·r- \t~:.::.-· membrana ceIUú~f·;/i:~ . ./~~;i-?.:;,_ bastante 
:.·:::-_·, ;·,:·;~_::;·\X-::·:.-. 



dificil que penetre el sodio; la,mavor-parte del poco Sodio que 

entra a la cél1..1la. es bombeado hacia afL1era por w1 sistema de 

bomba de sodio et1 la membt·ana celular. El medio de cultivo para 

embrior·1es, por ejerílplo,. la solución salina bL1ferada-fosfatada 

de Dulbecco CPBS) tiené una concentraci1.'in de mo.JécL1las 

Cosmolaridad) de cerca de 300 mosm/}(g,. la mayor pat·te de Jas 

cuales son cloruro.de sodio., el cual balancea la concentraci1.'in 

e>:acta de moléculas dentro de las células que no PLh:det"I salir. 

por ejemplo las proteínas C62>. 

Sobre las bases te6t·icas d"= las propiedades,os~óticas.·de,·las 
-. ' _- ·: ~' '. - ' : '.: ' . . ~ 

células, el agua tiende· a diluir las. ·Sustat1é-ias·: disueltas en 

los compartimientos para i9L1alar 

incre'menta la concentración de cloruro de s'odio del PBS de tal 

Forma· que la osmolaridad sea 400 momSm/Kg. existen más 

moleculas ó partículas fuera de las células que dentro. Debido 

a que el agua tiet1de a dilL1ir las rnolécL1las que est.át1 fL1era de 

las célulasp tiende a sal ir y la célula se encoge. Esto ocLwre 

debido a que el· sodio no puede atravesar la membrana celulat·., 

Cualquier molécula ql1e no puede atravesar 1 a membran"a cel Ld ar, 

causa un ef'ecto similar., por ejernpl•~ .. los crio,:•rotectores,que 

no Penetran tienen éste efecto .. Si se redLh::e el cloruro de 

sodio en PBS,. de tal forma que la osmolaridad sea de ·200 

mosm/Kg, la concentración molecular intracelular es más alta. y 

así el agL1a tiende a diluir,. por lo qL1e se dirige hai=ia· ~dentro 

de la célula, causando hitichamiento (62>. 

Con respecto a la Formación de hielo en las ·so1L,cioneSio las 

células estár1 'formadas Por agua en un 80 i-~io los fluidos 



corporales_ tienen má_s del 90 % de agua al igual que los medios 

de cr..tl tivo. Disueltos en ésta agua se encuet1tran sales, 

principalmente cloruro de sodio, pero también cloruro de 

potasio y otros elementos. Algut1as solucior1es tarnbién contienen 

concentraciones considerables de proteinas~ azócares y 

cri•:.prot.ectot·es. El p1.tnt.o de congelación de cr..,alguier solución 

decrece, cor1forrne se aumenta la concentración de moléculas. 

01:.ra característica 'de las soluciones congeladas es que los 

pt· i mereis crista 1 es gr.te se forman son de a gr.ta 

permaneciendo ag1.ta sin congelar ent.re el los. con una 

coni:ent.:.1·ación mayor de sr..tstancias disr..,elt.as que la original .. 

Ya ·=iue el agua se congela, las solr..tciones gr.Je permanecen entre 

los cristales se tornan más concentradas, es decir hipertót1iCaS 

favoreciend•:i la deshidt·at.aci~·n par..'1atina del embrión (62). 

Para la siembra y el sr..tperenfriado, el Pltnto de conselación 

de r..m tipico medio de c1.1ltivo con •=antidades estandares de 

criop1·otect•:ires es cer··=a de - 3ºC. Sin embargo si se enfri'an 

tales solltciones a lo~ indices de enfriamiento com1.u1rner1te 

usados. entre -3 y 100.,C/min, ocr..u-re el sr..tperenfriamiento, lo 

cual significa •:¡!.le la •=•:ingelaciór1 r10 1:.c•.1rre a temperatr..~ra más 

baja qL~e el punt.o de •=ongelación bajo ciertas condiciones de 

er1friamient•:•, el congelado 

abajo del punto de con9ela•=i1~n (62). 

Par-a prevenir el sr..1perenfriamienb:. se debe 'inducir la 

formación de cristales de hielo Cse~ding), lo c1..1a:1 se· puede 
' ' 

hacer C:Ot1 ,_,n peq1.teñc1 crist.al de hielo .~ b:icat1do. e1 enYase COt"I 

tmas pinzas enfriadas en nitrógeno 1 íqr..tido. Después de Ja 



siembra, el hielo se forma rápidamente en todo -e1 rec'ip.iénte 

(62). 

Para ·el ·en~ria~o;· de las ~~lu~as.~~n P~S". se. siembi-'a en una 

PBS qUe:' cotltref)e ~élulas:: a _: 6'•c; f~ mayor.~ ·~a-f·te soluc.ión. de 

f ~era·.·.·~·~'. . _ I' a·· cé 1 u i ~ :. ·se 'iorn~'r'-A: er~·-~-,h i:~.~ o r:·á~}da-~en~·e. 
Tal como. se. mer1cior'1'6 ;\ '1'~S .-p~q·~é?;_a~~~at~~-id-~de'~':_ .j,~t s~:lu.~i-ó~-1-· entre 

los crist·a-1e·s -·~-~ .-t~:,,-n·~n::\;~·~.~~~~e·con~~nf~:a.~aS:,. y.-'ei' Puhto de 

con~elació.n '.~-~~,~·¡·~;~~~:>,.Si el <~-~~f,~~Í-~d~º 2~~1·t{~~~·~:· lént6 es decir 

3"C/min se. ·<7~~~~1~·: fnás jcrece-t1, los cri'sta_les--:-de .·-hie10r Y el 

aglia 'no congelada·.:se : to'rna més concerltr_ada~ Las - Células del 

embrión, -las ·cuales .están en la solución entre los 'cristales de 

hielo., respor1den a esta soll~ción de mayor· concer~t.ración, 

perdie11do agua y deshidratandose. Como la sol
0

ución está at.'m más 

fria., .se cot1gela más agua, las pequeñas porciot"1es no congeladas 

se ton1an más. concentradas y las células pierden más agua. 

Si el enfriado continóa lo sl,Ficientemente lento. toda' el agua 

dentro de la célula es removida, no .:iuedando nada· par·a que se 

congele dentro de la céllda. Aun•=1ue ésto previene la fbrmac:ión 

de hielo intracelular, l'na d"eshidratación e::1=esiva puede dañar 

de otras formas,, especialmente si las célt,Jlas sor1 descongeladaS 

rápidamente. Por: lo tar1to~ en la práctica se detiene el proceso'. 

anteS -que -1a' -des•1idt~-at·a-~i'ór1- sea excesiva, sumergiendo el 

rec~piente >:tet1t'ro >de.i· ñÍ.tróge~O' 1 iquido (62>. 

El princ~pio _·de 'l,a velocidad de enfriamii::!.ntc• ir1dica que el 

ritmo de· descenso de. la temperatura debe ser lo suficientemente 

lento para· permi ~i t" la sal ida del a91.ia it"ltracel•.~la·r~ 

···.-··: 

FALLA r)t"" L t: 
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rápido que evite el em::ione1· a las células· durante ·demasiado· 

tiempo a.una solución hipertónica. 

La veloCidad de paso del agua a través de la membrana 

celular' depende de yarios. factores: 

- Cada t-iPO .de' célt.1la t.iene una membrana característica p,ropia 
-. ' ' 

y alg\.JÍ"las· sor1· más permeables al agua que ·otras· .. 

La relación superficie/volumen; el agua -·se- mueve mas 

rápidamen!;.e a través de la membrat"'ta et"! células pequeñas 

(e5permatozoide),. que en células más 9ra11des <embriones>~·· ya 

que las células-pequeñas tienen más .supe:rFicie de membrana 

celular por u11idad de vo~:u·m:~.(1 pára que p.3.se: el agua4 .Por ésta ,,., 

que las pequeñcis de 'm~~~-~~ "q~e Se deshidr:"ate:t1 al mismo grado .. 

- El t.e,.cet·. factor: :.:a··>~onsider:ar es--que 
--. ¡~ ·~~ / 

mernbr.ana de acl1€ü-::d6 a la temperatura. 
,·:: .. ·, 

- El ractot· fÍ~~~ i a c:onside,.ar es bastante: obvio,, el agua 

atravesará fa.: :·membrat1a más rápidamente para diluir soluc:i~nes 

M\.IY c:cincentrad.as~ comparadas con soll¡c:iones isotónicas, ésto· es 

que la velOCi·dad de movimiento es. proporcional a la· diferencia 
'·'·· 

de concet~·-~:;;·ac:ión de las moléculas en los dos· ·lados de la 
·:·:·: 

membra~~"·~élular (62). 

$.1 CRIOPROTECTORES 

Los crioprotectores son St~st.ánciaS ·: . que p~rmi ten la 

sobrevivet1cia de la célula despl¡és del · co~gelamiento. Los 

mecanismos de acción no est·án totalmente aclat-ados. varían 

pt•obablemet1te para di fer'etltes f:.ip1:is de crioProte'ctoreS <62> .. 
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Los .criopf-ot~ctóres Pueden se~ divididos en dos grupos, 

intracelula1·es que penetran y 

extracelL~lareS, ~ue obligan a que el ·agua· atraVieze-· ·1 a·· membrana 
.: ,- . 

celular par~· dil~i~ -la alta concentración ext1·ac:elular de las 

molecula~·-,del cr:ioprotector. 

Como ejemplo -de crioprotectores intracelulares :·se .:tienen el 

gl i cerÓI >:·ei · ·dÍmetÍ I ~ul fóxido <DMSo>, · ei.>~~i· ~~~-··'.-~~·:/c~i- y_·e1 ;.1-
' . -·'-

2 propanodiol, los cuales son molécut'as ba~t~rl_t·~ ~-~queñaS;._ ~os 

crioprotectores extracelulares 

grar1des· moléculas de az~car, como la ~--·;¿~~~:~~-~-~--~:·.la ·_ra.f~Mosa,. 
;_ - ,-, -- ·.·., .. 

proteínas y Iipoproteinas, frecuentemente ·1;.¡.::_vem·a· de huevo, la 

leche _Y el suero sanguíneo se 
.-.·. ·-" .' .' 

-~:~~ idPro~éct·or-es 

e>:tracelulares (62) ~ 
~ -_.:. < 

La albúmina sérica se ha uti ,l i z~d~ ._.Co~o C~mp'Or:-"7~:te. tar~to de 

los medios .que se utilizan par~':s;:_on~~-1-~·~;·::e~~rÍ~11~;~~-. :~~mo ~ara 
el almacenamient'o de éstos por:~ un_-'." _tiemPC(cOrtó·;· ~::táinbi~t1~ se 

conoce que es benéfica pa"r·a-. 1a.··sO·t:,,~e~i-~~n~ia del embrión it1 

yitro7 sin embargo su vaior -co~6~' c'rioProteC:tO·r -~~traé~luÍ~~- no 

se ha establecido. 

El glicerol y 

mami fero (62). : · -' · · . . 

En cuant·o 2.1. ·;.~:~~im·i.et)t_-~ de·· penetraC:·ióf1 de los. 

crioprotectoreS' ~- t~a~é~ d~ 'ta ~e-mbran~ ~~iui~,- 7 ·~··f1~y que to-mar 

en cuenta que.'lª ccincentración de ·o_;:.~·1-{~e·.~::¡::.o DMso· que se 
;' . ··;.· _.· 

utiliza normalmente ·varia entr~e '{·y-2 molar·. 'lo··cual.--s'fgnifica 

que hay 



solución, que todas las otras moléculas combinadas. Aunque 
' . . . - ·. 

~stas moléculas ·atraviézan la· membrana· fá.ci lmente,. de tal forma . . - . . 

que las y ~:~t.r-~Cei·~l~-.... es se ·ecrufl ibrarl~ 

el agr.ta 
- ' -. . • " ' :.1 .. _·. ~- : . • . . . ' . ,-- ' 

Cuando las cé1U'1as:.son· 'c61óCada.s·f":de~tro ., de s·o1Ucióti'és con 

cr i_;~rohe~-~o·r·~·s)· ést~~---- · se·: ,~ncog~~ :~-~~~~d~·· a --~l~~:" el< ~;·;j~ deJ a 

rt.pidament~-- ·""1a ·.'<:_;~éi~ia PaYa·· diluir :_:~··la· _.--alta ·conC:eflt."r-Stciórl 

e>:tracelt1lar .de <x:;._;:~~~-~cJ~~s ~ ~~-1 ._;~~i~:~r~:~e2tor·,. ·-·~'¡·~~-~~~~,~~~ 
con el. ti~~p~: ~l crioprotect~r eri~ra eri ia:s c:~lu~as ele tal 

f~i:-ma .ql·'ª -1a C~ncent-~ac1ór1~-:·i~·tr-.~-~~i-~1-i~:~---~~.----,-1~~ rrl~_Sm?::·- q~~::,_1a 
é:<tracelular. -~-~j·:~"- ~~:~~,~ ~:¡.·;~cJ~~-~{~-n;i:~~--~ .~·:e·r ~-JQ~- ,-~e;;~~~~ a la 

célula de "~i:~~~"f~~,~~: se' ~-q~ú1:Íbr
1

~- .. ~r·>c;ont.et~idO -~elula~. ~~·~;~al'·" y. 

la célula regt~esa a1 ,-.~-~~~ñ~---~_qu~:: tení~ ,:a~~·es- ·~~~-- s'~--;l~~::a~~~iera: 
el crioprótÉlc.tof... Por:_-16:-~ t~nt~:; l~ ··:.~~~;:~~e~;t.a';·.·¡·ni~:i-~:l_ - dé la 

célUta" al ·crioP~Ot·e-~tor eS ~{· ~~~-~~i-mi~~t~:-_ p·~-~·: péi-~}~~'.,.'..de ... agua, 

ésto es seguido. por 

el criopt~otec:tor <62>. 

Fr.ecuentemente, el. ·cr_ioP·~~f.ectO_~. 'se aYiadÉ:!: en pasos para 

disminuir el gr.ad,:> de encogi~)ef'.ltO '-~.e ,·~:·~s:~::.cé{~~~:~:~-· -~¡n: -~~bat~go · 
en éste caso la célula ha de pclsar' a:· :travé·s·· _de .un- CiclO de 

·,_ ·.-: 
er,cogimient.o y ret.ot"no al tamaño·_:nor.mal con-··cada·'.·;Paso, .un 

. . - ··'.' 
proceso que puede ser tan. detr imet'~t;;tt ._ c::~~~~un·, simPie ·paS·o, · a~n 

cuando éste sea más' dt-á'Stico C62). 

Un problema mayor' ·que la adición del CriO'Pr'OteCtor~' .a ias 

células~ es en 

forma inversa. Cuando las célulás· __ 11e~a~:.de·l~'.cr:i_oprote~tor son 

colocadas· en medios sin crioprot~Ctót", :01 ~r i'~prOtector que 

FALL,~ DE OFUGEf\I 



está dentro de la célula sale para diluir e1 agua y establece 

un equilibrio de ·1a concentración extracelular; bajo éstas 

circunStancias,. 'freci..tentemente las células ·se hinchan y se 
! ' • 

rompen lo cual causa ~·~ño"~i~~~·ev~,~~ib·l-e~· La"'_ s~.I""u~.i6,). más coml'.m a· 

éste es ' -ei< remover el _"c,~iop'rote!ct.or lentamente, 

diluyéndolo en una .Ser~ie de--3 ·a 10 pas~S,. -,(~jemplo_: 1.2 M~ 1.0 

M~ O.S M, etc>:o s··a· 10 minut.os_por cada'paso._ .. ~si,·.:las células 

se hinchan ligeramente en cada paso¡ el -... ~r~chZt.r~·liento ir1fcial ·y 

el retcirno al tamaño normal· ocurre alcanzan 

concentr ac i oh es i 9ua 1 es tanto extracelular como int.ra-

celularmente 162> •. 

Un'a seg_unda opción para rem6ver el--cr:fci.p:r_'o~~~¿.~~'.-·:. de las 

células es .. colocarlas dentro de un iTiédiO'_gue ¿~-~¿~,..-~~ ~·na:a1ta 
concent.racióñ. de una molécula no penetran"t~ c-om~· .1~- sc_1;1:ar:osa • 

. - ·,.···:""> ".,,, , 
En ésta si~uaci6ti:o la tendencia del· agúa·: a-_:ent..ra·r.- a_ lcl .célula 

para di luir el crioprotector~ es bala11ceado p:Ó~,.·.:·iá-tendencfa 
~;-- 1 • • ·, :. -

del a9L~a a deja'r la célula~ debido a la "alta~·.· c?t1cet1~raCi6n 

extracelUlar_de sacarosa, por lo que la célula no,se.hincha en 

cada paso; i·ncl1.1so se encogen dramáti:=amen~e:;I' ya qL1e··ta.nto el' 

agua como el ·crioprotector dejan la célula conforme'.ocurre el 

equilibrio. El daño debido' a1· encogimiento es menor que el 

cortiparado a la ruptura~ por lo que un solo paso para remover el· 

cr ioprotect.or puede ser· (~ti l r=·ara simp 1 i ficar procesos (62) ·• 

Los t.érmin.os c,~~o~reserVación y con9elaciór1 no son si1ió~imos. 

La criopreservaci 6n significa mat°ltener las cél1Alas viables a 

muy bajas temPer·aturas~ mie11tras que el congelamiento ·es un 

cambio de fase::> significa· cambiar agUa <medios) a hielo ·6 
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aceites a grasa, a medida que se baja la t.empet_"'at.ura.. Algo 

sirnilar·.oc:urre a los típidOS en la _meínb.r&na 'celular:- -en 

cualqlder. caso·o·~ur~e ~á~~du~a~te la crÍopres~r:-:·Y:~ciÓ~ ',~ue.·en_ la 

congelación, 
.'':_ ,• ;.,, 

de· · éstos ·Procesos·~·- · '·.>'un · efe:cto. 

ér {o~rot.ect.:~re~,~ 'es> ·b~"ja.r: el, ':·~1..iri·t~ 
los 

de las 

concer1traci'Ónes· éstos causaría únicamente una . . 
dismin•.1Ción~··~~·< .el: p~~nt~ .de C•;,n~elación de .·, 3ºC. Sin 

. -;_ .- ~ . -: . - -.. ·: '•. . 
etnbargo ~::~t.a.· dÍ .. sm.{'nuC.i órl Pliede sef r~ul ti~.l icada va.r,ias vec.~s en 

. •'_ -.>.' 
las"s61'uC:iotie'.s:~ - sa 1 irlas~ entre 

·.-.-\ i .. ,_·; 

i íquido 'intr.ace1u1~a,._,· 
- ' ... 

a más bajas temperat•Jras en presencia de 
- ·'' ,,· :.: 

cr ioprOt.eC::tor-es~> Esto_· es. bet'·~~'f i~O . por·,, var·i~S pero 

prit1cipa~m-ent:e dé ,'a las . c~-i-~~~.~s-. 'ma~ot~ _._ 't.'i'empo 
0

de;::t~e~~id·~:~ta~se 
(62). 

. .. , ;.:.;_. 
Una segunda ~1.,nc'iór1 ·de los crioproteCtóre·s··~: puede.: ser 

int.eract.uat: co.n la .me.mbrat1a ce!Ular para disminuit:- eL daño al 

ocurrir el ·c:ambiÓ de w1a Fase fluida a ut:'la .sól'ida~.-.~- 't'al yeZ, y 

•:iuizás más importante, et.landa las célr.~las regresan-~ 'fa·s~"s más 
;, ' 

fluidas durante dascongelamiento, en ·donde los 

crioprotectores hacen menos quebradiza_~ .~ª~ . · ~embranas:o 
;·,- ) ·,.'• . ,_ 

previniendo ~l dat=io irreversible debidc;:i_ al _agr.retamiento·--(62) ~ 

El tercer posible los 

crioprotectores~ es qL1i: disminuyan i'os efectos de las altas 

concoantraciot1es de moléc1.~las en 'cé.lr.ll~~ ·d~s:..i,i.·d't-at.adasª·· La 

mayoría de Ias célr..Jlas disueltas· en· .,las mezclas de 
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células que estén en concentraciones mucho más al tas en po.co 

liquido y sin cri_opr:otector;. c6mo la 11 .Sal BL1ferada 11 <62>. 

Prohabiement~ los'crioprOtectot--es actC.an por una variedad de 

mecanismos, por lo .qL~e 'se requiere mayor investigación para 

entender la acción· de loS diversos crioprotectores (62>. 

La velocidad óptima de descongelado deperide del tipo de 

célula congelada y más importante aún. de la cantidad de ag1.1a 

presente en -las célL1las cr.rnndo ocurrió la corig~laci~n. Si 

estuv.ieron presentes grandes cantidades de agua en las- cél __ ul_as, 

se formarán cristales i titr ace l 1.1 la rmente. Bajo , éstas 

circunstancias es necesario descotigelar rápidamente para lograr 

una buena sobrevivencia, es decir a cietitos de 'grád~s· Cel~ius 

por minuto. Si se real iza el descongelado lentci en éStas· 
> ._ .';· 

cél1..1las:> los P'eq1.1eños crist.ales crecen d1.1rarite el'. d!~1sc·6~i~e.lado. 

Este proceso ·se conoce como recristal ización (62). 

Si las células son enfriadas lentamente;'.d~·~ tal :.forma que 
. ..::,:: ··-.: ·' .. 

estén completamente deshidratadas, cuando. ·ocur:·ra:.:la' ."conge'laci ._\;, 

intracelúfar. no ae formaráti 
·: .. >.'.~ ,; .. ~:-_. . .. · .... 

cristales i~~r~ace.,l1..1l~reS:> p1:ir. lo 

.que no· ocurre la r'ecristalización durante. el'· descongelado 

lento. El'· descongelado lento de .. las céli.üas" a 20 seg•.mdos 

aproximadamente.: por 19 tanto,--- --'-;-:per.mite··-a.1ta-s tasas de 

sobreviv~n~ia. E~··· r·eS:fidad ei descongélado lento causa un : . . . . 

extenSo daño a tipos 'de ·c:élulaS 2riopf'e'servadas de ésta f'orma,· 
. ' . . ·: .~ ' . 

p0Siblemer1te porque agua ,entr~a .\:fe)ri-~~lado ... las 

est.á en depender1•=ia critica de:» los procesos' de enf'riamiento 

(21). 

FALLA [ 
.. ,,. 
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9. CAUSAS DE DAÑO EMBRIONARIO EN LA CONGELACION DE EMBRIONES 

BOVINOS. 

Elsden señala que los resultados· de los~ embriones 

congelados: han sido irnpredecibles., · 1as razones ·de ésta 

fluctuación 'pueden ser divididas en causas conocidas y 

desconocidas 6·, al terna ti varnercte, en cai.tsas: prevetiibles Y en 

aqLJellas con las cr.tales tenemos que vivir C21). 

CAIJSAS CONC1CIDAS r'E L•AÑO EMBRIONARIO. 
·,, 

Hay tres causas principales de- d~~o.- embriOna"r.io -durante el 

enfriamiento, la 1jescongelaci .. "ir1 y·el ·P~OCesO. d~·- d{Iución: 

- Deficiente tecnología. 

- Mala organización del 

necesario para la secr.tencia 

ever•tos. 

- Falla d•::!l eq1.1ipo. · 

A continuación se discuten ios a·sPectos ,~-~~~'c!ficoS 0,de cada 
,;, ',· 

•.tno de éstos factores, y se sugieren medios para resOÍver 

algunos de éstos problemas C21). 

Se obtiene una baja tasa de sobreVivencia embrionaria si la 

calidad de los embriones es mala, ó si se congelan einbriOnes 

seleccionados en estadios inapropiados, como mórltla tem.prat"ia ó 

blast.ocitos eclosionados~ Esto ocurre frecuentemente cltando 

varias donadoras son -=..1_.iper·ov1.tladas y sus embrioties son 

colectados el mismo día, en éstos embriones se encuentra un 

rango va1·iable de calidad Y de estadios de desarroilo, y si no 
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hay receptoras d_isponibles, entonces se congelan todos los 

embriones. Puede· ·ser difícil el insistir en Solo congelar los 

ernbriones·de'-calidad_-1 y 2 (21). 

Si el intervalo eritt·e la ·t·ecolecci6n y;e1>congelam·iento de 

los embriones es muy la:rgo, 'pued~· ~·~s~~l·t~-> 'en.·~~~~::_a···~5~~~s. Los: 
•• .. e ' '• ' 

periodOs de cultivo de más de·seis·a.oChO· ho·~~a~~·~;~~at~:a:n :_al'gw~os 
embriones.·e~ forma irr~para~le· á:ún·· deSPués·\ ,:de: l~·abér ·sido 

cultivados en medio de. Ham FclO !·gas"'aio .. Lo1s''.;·~b~ior~.;~ de.ben 

set· cotise.1.acios en el sitio "_d·~ r~¿ol-~cci··ó~1 'v.'_-t.r .. aSportarlos at 
· - . o-.- - : .'e .• · . ;,~ 

laboratOr.io a~t.·es d~· cq_r.~g~·la1.·~~-o·~·, (21). ·· 

Se dehen se:su~ r ~rot.oc~C?los ::select~s · p'ar~ ·:· asegurar un· 
.·>. : -. ,· 

congelamiento ex-itOSo·, -~ por:_ .. ·ejefl-plC/ ""para· -I'a·· · -.~·di.C'i6.f1' de 

crioprotectores como el gl icer.ol"~ D~~'fdó.-. ~·::q~ºe .éSt~- es tóxico 
.... :, . '. ··.' '._ 

prob~ble que··· l·a.- eHpo's.iciÓt"l ·p6f- más de 
·-.. ···" ,' .. : 

una hora en g~_i.cer~·i .,al 

dañin~ para el· .emb.riór1. 

1 OY.. a· _1,2"'. a t.e~~~~~·~tG~a~ .. :~IÍlbi~~1te, sea·, 

fác'ilmente,excedido si no" s·e realiza ~í"t'r'8bajo Pr.e~~ratori.o 

antes de·. aP:adi r el . gl ice.rol., 6 

que todoS' 
: .·, 

lo~/p'asos 

s·e debe· de prepar~ar .un '.~·t-o.to~·or~::· ~~ modo 
:··. · .. ···-·. ! " 

P.r.el imi.nar~s·~· se.~n completados' ar~tes : de 

embriones a 

Sobr'eviven: menos embriones, si e1 

eficiénteme"nte. Si ·se. ·induce 1·a cristalizaci·ón ( 1.1seedin9") 

cuando la temPeratlwa es ·n;ayor de -s•c -~./-2;.F ~ ·~s~~ ·se; .-~~rderá. 
·,.- . ' . . ... :·· ... ·-. 

dln-ante ia etapa_de·.equilibrio. ·Es.to P.•-'ede oc1.rrrÍ.r por."eJempt'o, 

cuando lós congelador·es· 

temperaturas; ento'nces los 

imprecisamente las 

embriones 

tMAL' " r'. .. Lh 

son 

¡., c
j "--·.L. 

congelados 

UH.IGti\l 
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abn.1ptarnetÍte a -1smc ó smF, conduciendo a extenso. daño 

embrionario ó de -1a 
·'. ·>··; 

zona pell"4cfda CZP) ~- El '~seedin9 11 a ·-7ºC 1..'i 

19.4ªF, es p~obábl eriiente má:s:._ s9-~Uf:O. ·~~.:~U~ ,·:n~ :.·:~i~m~re· Se ··.PU~d:e 
. . . ' .- » -; -_ . ·.' - -~·- - ' -~- ' ; 

las zonas pel.;,~idas se: re~ie~;tan·.':ó: ~e .·PiE!rden,'· .. i6~ ·cor1tt~'oles de 
•··. :, ... -',;,e ,.: ,.-

temperatura y ·-1os;·m·étodO's ·de~et~ .. :·~e-t· :r~~i·~a·d~s·. C'21:{~· 

Si 'la·s paji 1 fa~ ·~- las .:ª~-~-º~:¡:~·~~:~-;~:/-. ~-~t/ Sel ladas 
·.- "'"' .-

ni t~·~Ógeno_ ·durant-e ei: eti'friamiento inadecuadamente, ef1trat~á y 

entonces se e:<Pande ~-á~Ídamé~i?e por. la: ·:d~~~?·nge·ia~~~-ó~~- ~~u~-and~ 
w1 Estallamiet1t•=> y dep9~itando a ·los enlbrione·~·c·et1,Ias.Paredes 

·=---· .- .. . ·-: ;,_.• ··,-. :·.- . 

adyac:e.ntes ó en los techos. Este problerila. pu~de Ser eV.i tado si 
' ' ' 

so: pon'3: cuidadosa atención al· sellado .de ·ia-s pajillas·- y- de las 

arnP•:d letas. La incidencia de éstas e:<plosiones aumenta con la 

prácti1=a de sellat· pajillas de 0.25 ml dentro de pajillaS de 

O. S rnl, ·lo cual no of't"ece ninguna ventaja, ya que el sel lado se· 

duplica inecesariarnente. La práctica de lttilizar pajillas de 

O.S ml es· para Facilitar sLt identificación. 

L1:-s tapones f'abr icados de plástico también pa~ecen ser L4na 

f'Ltente de problemas si no están cuidadosamente sel lados en la 
. .. ... 

pajilla. El S"=llador rnás práctico, más barato, más con-fiable y 

disponible es el polvo de cloruro de polivinil <PVC> (21)~': 

Los embriones·-- p1.1edeú) -teno:r una menor tasa de su~ervi venc:ia 
" .. ' .. -'. ·.. . 

CL4ando se s-,3:-le~~i-~n~.h macro moléculas. Reportes d~ .. expe~i~ent~s. 
PL4b.licad0s ~üestran··~'-'ª-. la albL'4mÍt1a sérica bovina .(BSA> ·a1:.o.·4:1:: 

tiene mayot"es porcentajes.~ de viabi_l idad, ·de embriones 

comparándolo con el .suer·o ~l 10;..: ó 20%. Por lo menos los lotes 



de albl.'unina sérfca bovina $On más consistentes c:iu.e las 

di feretites concetitraciones de suero C21). 

Es' posible q'ue los embriones congelados en medio h.ect!os·· d_e · 

asu.1a poco , satisfa,=toria~ sean más dañados. No hay t·eportes que 

sustenten ésta hipótes~s~ sin embargo parece lóglco que· 

1=1.~alquier impLn-eza en el medio y que se concentra et"l el proceso 

de enfriamiento~ puede volversa tóxica para eÍ' embriótÍ. Se 

recomienda que se ponga más atención a la prepat:-ación. 

adquisición del medio para la congelación~ cultivo 

bipartición de embrion~s (21). 

Pueden resultar da?;os cuando el aparato congelador está 

rnaf·cando temperaturas en f1:wma imprecisa. Esto es especialmente 

significativo cuando los embriones son congelados rápidamente. a 

los rangc•s más bajos de temperaturas de inmersión seguras.i 

cuando ésto ocurre se observa daño excesivo de las zonas 

pelócidas a la descongelación. Todas las m·áquit1as congeladoras 

sin importar .:i:l precio deben se,- revisadas regularmente para un 

exacto registro de las temperat1.n-as C21). 

Cuando falla la energía de la máquina congeladora ó CL~ando 

hay cambios de vol taje~ el cese ó interrupción del proceso de 

enfriamiento conducirá a r.m daño al embrión. Hay más -daño 

c•.,ando la falla .de 1 a máqL,it1a cotigeladora ocL1rre Cl,ar1do se está 

formando el hielo de -7°C a -15ºC que deSpués 'de ésta etapa 

inicial. El hielo se derrite lentamente ,Cllando hay Lu-1a fai1a· de 

la máqLtina 

podría dat::ar 

qLte siempre 

' ' 

resul t~!.~-~~: '.:i .. »·j~~. ~ .. ·:'. 
cel•.áares~·-_ 1Jt1a mi=di(j;_ :~·~~,:·:~~~~·~-~~:f:;~·-¿;: -_ 

congeladora y el descongelado 

las membranas 

vale la pena~ 'es poner 
.:',::·:._{:· 

aten.~~r~·n·_ a 

FALLA 

la máquina 



40 

mier1tras congela los embriones. Si hay Ln-la descO:mpOstura, los 

embriones deben ser re.scatados por medio de descongelamiento 

r-ápido <21 >. 

Cuando· ·1a· dilución de los·.c:rioprotec:tores toma mucho .tiemP,o,. 

por ejemplo,. más. de ·Una hot-a; .. met-loS embric•nes sobrevive!'· A 

pesar de referencias cont.rar_ias en la 1 iteratura, se encontró 

en éste .~rabajo que una di lLf..-::i~n de tres pasos, y S minLftos por 

paso,. es super.ior a una dilÚción de seis pasos y de 10 minutos 

por. p_aso para remover el glicerol. Ex is te el informe conocido 

de los embriones de cinco donadoras que fueron ·divÍdi.dos. en dos 

grupos: un grup1:. de di It..1ci6n . de tres pasos cortos y ut1 .gr~po 

de dilución· de seis pasos largos. Hubo significativamente más 

_preñeces de los ernbr·iones del grll~O-de dil~c1on-~or·t.a'.··6/11· vs 

2/9 (21). 
. . ·.;··_,· -;: ..... ·:_·: .. ·. 

La posición inadecuada de los embriones dentro·.·, de .'-la.pa'jilla 
- ' . . 

es otra causa potencial de daño a 1 : 'embt- i ón··: ·.: D-~-S·J:/~és _, de un 
'. , r • 

descongelamiento cuidadosq, se; ·h~n :_,,~bs~~~-~dO "~··los embriones en 

espacios de aire, en otra c'~-iJ~;; .. ~:--d~l ~~-di.~--d.:_~1-::··ori~i·~ .. a~mente 
seleccionado, v·, aón·atr--apad~~- ·en· el extremo rígido de la 

·; " ... 
pajilla, la' c•~al Us1.lálmet1~e se corta al momento de descÓngelar·. 

Estos ~roblemas·-·se º~vitan fácilmente poniendo al embrión a la 

mitad de la··pafilla entre dos bt~rbtdas de aire y manipulá.ndo la 

pajiti"a cargada.con cuidado e::tremo C21). 

Otros serios problemas al descor1gelar· son la mala 

rotulación,. sin fecha de congelamiento ó formatos 1.lenados en 

f•::irrna incompleta·. A rnenL1do ni si·=1uiera se registra la edad del 

embri~n; la sincronía es dificil de realizar cuando la mórul~ 
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puede· estar present·e del día seis al día ocho. AdÍcionalmente,, 

los blastoceles a : met1udo ;·se éolaPsan al momento· de la 

.descongelación, da~d~. a:1 ~~brión la ·,=apa,rien~~a· dé mó~ula. C21>. 
' .. , ... 

Se recorn.ienda ,i..u--1'.ma;:-C~dor .. indeleble de\ p~mto. · fif10~ es 

necesario pasar una· capa·_ de esmalte'.- para '~~·~-s·'.' .. transparente' 
- - .,,,;.: .:, __ ;. 

so~re 10· e.S~rito' cuando se >:Us.an: .··:.:·c_;f,g~l-~dOr~s ·con baño 'de 

alcohol «2·1); 

CAUSAS· DESCONO,C!DAS DE BAJAS TASAS DE, SUPERVIVENCIA 

EMBRIONARIA DESPUES DE LA CONGELACION. 

Muchos practicantes de transferencia de ---embriones, 'han 

observado que los ernb_riones de algunas dot1adoras ·~Obre,¡-iVen 

mejor el congelamiento que los de otras. Cuando los embriones 

son de mala calidad, éste evento es predecible. No siempre los 

embriones son de rnala calidad,, ya que en algun3.s ocasiones.los 

embriones de calidad 1 y 2 no sobreviven. Además de efect~s de 

la hembra donadora::o el semental puede inf'luenciar en la Calidad 

de ·los embriones. Probablemente un·a de las técnicas más- nuevas· 

para evaluar la viabilidad de los espermatozoides, tales como 

la fertilizacióti del ovocito~ sean de l'tilidad en·-1os programas 

de transferencia de embriones en un futuro cercano (21). 

FALLA 
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10. PORCENTAJES PE FERTILIPAP. 

La trá.nSferencia' v_ congelac:_iOn de embriones es Ya una 
-.·-.:,,-, 

técnica ampliam~nte_·,-difundida y p·t-ac:ti~ad~· en -forma comercial, 

por lo que-.debe.ser··et/ciente er1 cu~nto a ~-ostos.Y resul~ados Y 
-- . - . . 

uno de l.;s paráffiet;·o~·'·~~-izá_: el- má.s- impo·~-tante para ~_edir dicha, 
t'·. _.. ..:· . -

eficiencia es él pOrcentaje de ferti 1.idad. 

-·.a fectan:-c 10'.~·: 
. . 

·Ex{sten varios factores-· q•Je 
: ' . 
Porcentajes de 

. . - -' ·.. . . ,. ; . -. : : . '•'. . ~ .... 
la transf.;renciá-.. ~~ ~in§~:~,6:~~t'. ·siendo los fertilidad en 

principales:· estadio '.del embriót"h c:alida"d-:inorf0ló9fé"á::~é,s;~.~: se 

t1·ans f iere f resc:o ó conge lado-'deSc?~~:~l~-~o _·.·_'(2~-~ sa)-; ·:~·;·:l;;;-:;~;;~:;,, <( 

En relación al estadio 
1del·~- em~,~i-Ót1-,'.~·, es mé.s - imp~~~~~'.~;~:'.k·_.-;;~·.·:. :. 

61, 65). 

Hasler reporta :,porcentajes de fer t. i.1 i dad embriones 

frescos de 71 •. O._-_Y.,. ,77. O _Y. y_ 75. O X para los estadio~ de móru"ia·,

blastoci to t~mprano y·· blastoci to respect.i vamente (36). 
'-- :: . ' 

Por ·otra Parte se ha encontrcldo que la sobre~i~énC·ia del 

embrión .transferido d~pende de la viabilidad de l~; ;.~~~-¿·}a~~·d~ 
éste, la · ~1.Jal se pretende establecer cot1 baS~ -e,.. ·Ía -~va:-'ru~Cfóti-

morfológica (23, 29, 36, 37, 44, 65, 67, 78>. ' .<:_:·:'.: '.-:'." .. ' 
:sin e'inbargo las capacidades de concepción de:,e~brio.nes de 

·.·.'' .. 

efi~ieri~i~·.\. calidad pueden incrementar la de la mala 

transfet·encia de embriones. 

se tengan, los embri~nes de mala ~alidad p~~d~n Ser,' cultivado? 
-' ' : ·-· .. 

durante 24 horas- para ayudar: a ~1.i· ~.iabilidad~· s·i'n :·~mbragO la ·. · ... 
evaluación po$t_-cul~ivo de los embriones y los resUltiadOs de la 



transf'erencia en .indice· de fertilidad son iguales a ,aquello~ 

embriones que no fueron Cultiv~dos (1011 29. ¡·43). 

Se ha ~-.d-emoStrad·o. que el _b~astOcito' ·bovin'?. 'puede· ser 

refrigerado :·.a ~,~e por -- m~á~. 'de dos- días -,sit,i descenso 
',_ ·:-_: < > _:-··_;:·:' '>' ~-,.,'. ·,. 

si911ific:ativO· de -·la ·vial:iil.idad. · :ESta:· héC.nú:a pu·ede :ser. us&da 

para a1mctCet1ar' . b·¡~·~t:oci.~o~ .: e;~.: -é~~itd~·: ife'~, -1:~~.·~;~-~·:: :~~\'.-..~~s-~~~ en 

loS q1.1e' l~~s. rec~~t~~~s- entr:aron· en: e~t·r~· ~~·s·~·~,é-~: ~~;; ]:·~\~~~~~º'~ª . 

. ·<:. '.'::.::--- .' 
Donaldson reporta ·:_ :;.: u11a ~educ-Ción los 

porcentajes de Fer:~fi'.iJ:~· po~ ·· ~~-~2'.~:~¡·~~-·~,,~~-~--~;~.~; eh- la c:al·idad 

del embrión i 17> :' 

-•·. ·. ;~-~~,:_:~.-<~~~:~~~:~ .~:~ 1 a frescos ó 

e~~~~ 1ad;~s:~-~e~c:~i~g~1ados11'-·- s~ : h·~·~_";;bs~~;~~~~ ;~~~ ·.:.cb~~-:: 1 b~ . e·mb"t~ iones 
. -.· .-__ ···-·. 

- ., ~ 

congal ados-desconge 1 iados-.~se de 

fertilidad !37, 3.9, .tt,·'se>;. 

Scr~enan ·y Di~~in: máS 
',·, . : .. ,,·,·: ., "' - . 

eficiente de c~ngel~~i Ón-déscongelaci Óth -._:d~~tr1.1y~ _del 1 O ~l 20:.-: 

de los embr ion_es. en aquellos de baja 

calidad !58). 

En México~ 'Ga'rciá que el mayor. porcentaje de 

''." 
fertilid<id :·'se obt.t.~vo c9n ::.~mbriohes blastocit•:•s calidad 

frescos <62.54_ -i'!_>_~-~Y:_:....i=ri-ordet1 decreciente co11 los blastocitos 

tempranos ca~idad, 3~·;_fi--~scos -C.S7.143%.); blast•=-•=itos calidad 2. 

frescos CS2 •. 74d:•Ú ·~ blastoci tos tempt·anos calidad 1 • 'frescos CSO 

:•:> y bla'':::tocito_s tempranos calidad 1~ C47. t6·~;,,:) congelados~ es 

dec:ir los cuatro mejores porcentajes de fertilidad se lograron 

con blastocitos y blastocltos tempranos. Tarnbiét1 ·pudo. 
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los embriones frescos obtuvieron mejor 

porcen~aje de fertilidad que los congelados, que existió un 

decremento en éstos Porcentajes conf.:wme lo hubo en las 

1=alidades~ y •=1Ue los blasto•=itos lograron mejores porcentajes 

de fertil_idad que los blastocitos tt:!:mpranos, y éstos a su vez 

mejor que las mórLllas (28). 

E·xisti6 signi ficancia estu.distica entre los porcentajes de 

ferti 1 idrid 109rad•:is cot1 los embriones frescos y congelados, 

entre loi blastocitos v las mórulas C28). 

La explicación más pn:•bable es q1..4e er1 la "etapa de. 

blástocito el embrión muestra cierta capacidQd para seguir s~~ 

desar-rol lo como indican la diferencias estadistica"s entre los 

embriones en .estadio de mórula y blastoCito (19,. 28, 44). 
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III. MATERIAL Y METODOS 

El presente trabajo de obtención, congelación y 

transferencia de los .embriones se reatiZ.ó' en ta eXplot.acion 
: - . . . ' . . ' : .. ; ' . . . ' . .._ . - . : - ~ 

"Casa Blanca" Ubi:·;~i~~a: en ~l .~Lwli.ci~Ío ···de"1,Aci:l'.tzÚ1~~, '"Puebl'ci. Se 

locali;:a entre lc\s ~Oordenadas geográficas: paralelo,,._ 18°56 • 48 11 

97ª49'54 11 dé longitud Oeste·. 
., ·~ .. ; -

de Iati tud Norte Y el .:·meridiano 

El rm.micipio se locali::a dentn:. de· ia ;:or·1·a de los climas 

templados del Val le de Tepeac~, se i.denti fica' el el ima 

C<Wo> <W>, el ima templado subh1:,,rnedo cot1 l llNias· ,en _el· _vet~ar;o~ 

temperatura media anL~al de 18ºC; precipitación del mes mt.t.s :seco 

de menos de 40 rnm" temperatura del mes más ff:io entre -3 y 18ºC 

(27). 

Las vacas utilizadas como donadoras son de la raza Pardo 

Suizo Euroipeo de regist.1·0 y se seleccionaron de acuerdo a !Os 

siguientes criterios: hembras con , características 

sobresalientes en s1.1 raza:- con aparato reproductor normal~ es 

decir sin alteraciones congénitas ní 

presentaban ciclos estt·ales reg•~lares y que estabat1 1 ibres de 

enfermedades infecto-contagiosas~ con mérito genético y 1.~n 

estado físico y nutricional acept.able, las vacas debieron de 

haber presentado dos ciclos estrales en forma regular después 

del parto (57~ 60). 

De la misma manera se seleccionó w1 lote de' vac:as 

receptoras;> Caproximadamer1te 10 por cada donadora), de primero 

a tercer parto Y con pelvis amplias~ para ·evitar distoC:i"Ets, ya 

·=1•-~e 1 os becerros de pardo s1.~i zc• r1acen pesando ~pro:< i madamente 

de 40 a 50 Kg. éstas receptoras estaban libres de· enfermedades 
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inFecto-contagiosas, con un aparato reproductor sano, 

fertilidad probada,. habilidad materna~ cot1 ciclos' estrales 

regulares "y· un estado fisiCo y nu.~r.ici~nal ·aceptable, con un 

peso aproXimádo de· 500 Kg CSOi .s·1·,, 60>. · 

Ta,nt.o.:·' '1as:·do'~ador~~··. cornO ~las ;re~~~t".:;ras recibieron 

al imet1~aci~n,~ :a <baS_e" ·de '~6r:~-~nL:~~~:. comercial, pastoreo 

una 

en 

praderas, ··melaza,·· vitam.inas y· s~leS minerales, desde l·~s 45 
: .... ·'. :' .. - ... '-'". 

días antes-.d~·;·in·i~i~--~-~~ e"1 e:-:pe.rirn~nt'.O hasta 30 días de3p1..1és de 

la recolecci6t1 

INSEMINACION ARTIFICIAL. 

La _inserniñaci,ón ai-t!ficial se real.izó a IaS 12, 24 y· 36 

hora.s después de haberse iniciado el calor. En las primeras 

i11seminaciones se uti 1 izarán dos dosis y 1.1na sola dosis a las 

36 h•:iras <32 .. .Sl >. 

La palpación de cuerpos lüteos e11 las vacas donadoras se 

reali::ó 7 días desp1.14s de la t..'llt.irna inserninaci·~n, los embriones 

obtenidos fueron congelados, descon9elados.y transferidos a las 

vacas receptoras con la técnica '.:¡uirürgica C7, 32, 60>. 

RECOLECC!ON DE EMBRIONES. 

La recolec•=i•~n de embriono::s se realizó de 6.5 a 8 días 

desp1.1és de la (tl tima it1'5eminación., utilizando la siguiente 

técnica. La va1=a d•:onadora se colocó en una rampa q1..te permitió 

dar 1..ma incl ir1aciót1 anteroposterior para facilitar la 

FALLA 



recuperación por gravedad del fluido de lavado. La recolección 

se llevó a cabo bajo previa : tranqÜi l iza~i_ón Y analgesia 

epidUral de la vaca. cs1·:0 60> ~ 

Despu~s de:·i~:--¿úit'iSePsi~· d~ iá··.r:~gi.ón P.eri~ea1·'_s·~. iniCi.,'i la 

rec:ol ecc i o·n de l. os ·emb/i oh~s. -~~r- :~ed i 0-_:.~e -· :~n:·, ~~-t~t~',.:. . de . Fo ley~ 
' :~ --- ;"'.' : : . . - \ _~· '- . ., .. .' . 

el cúal· cot1Sta d~':doS·: vÍa·s~·:·aSí".,c:Omo -~Íia·.·::~~jf~,~--~itif1~b1~·: que se· 

local iza·-'en f~·; .. ~J~t'~:~; de1 '.'.r~~té:ta"~·~ .:-,·~e~~Lls de irytroducir el 

catéter-se ·fijó' 'en· -el c1.1erno 
1
.--del !~do .. -del -cuerpc1 ll!lteo 

insu,flando )a'·· vejiga con.-._ .una :~·:·Je_ri,n9E( .. :~~-s-e·C"h~:~l~·; con el 
' .-. . :-'_';.·:,;·;-.-:. 

propósito de sei1a'f"·y.;ev·ita·r-·· ia>ru9a del medio introdu.cido para 

la ob.te~h·:{~·t/ de los embri.ones. La can~idad de medio ut_ilizado 
- - .. - ' ~ ·.-o. . . ;'· --

f1.1e aproximadamen~e de 250 ·a· 500 ml por cuerno uterino:o el cual 

se colectó en .los Filtros para. embriones ENCOM para facilitar 

su büsq1.~eda; POsteriormente se colocaron et1 cajas de Petri 

estériles Cf4, 60, 68). 

El medio utili~ado fue el Dulbecco Fosfato Buferado 

<Laboratorios Gibco) con 1:1
: de suero fetal de becerro re•=ié:n 

nacido inactivado Clab1:iratorio Pet.es) ó albwnina bovina 4 9/lt 

Una vez concluida la recolecci1.'in se procedió a la b~s~•.~eda de 

los embriones en el laboratorio, vaciando el contenido del 

filtro en una caja de Petri cuadriculada con capacidad de 50 

ml, en donde se realizó la bt.'.lsqueda a 12 aumentos utili=ando un 

rnicroscopio-estereoscóf:.ico. Una vez local izados los embriones 

se evaluaron· a mayor aumento CS(l X>, de acuerdo a los criterios 

antes men'cionados ( 12:o 68>,. • 

Al finalizar la colección se administraron 50 mg de PGF 2 

al fa por vía iritramuscular para 1 isar los cuerpos lúteos 



presetites, evitando así-una posible gestación en caso d.: que 

hubieran quedad0 .embr ion_es :en el útero C 12,. 68). 

Todos los embr"iones fueron examitiados individualmente a 

óptico con un objetivo 2oox·. para 

determinar su estadio de desarrollo y su calidad. Se les 

fueron recolectados. Por ejemplo,. los e"1br-iones 

recolectados en 16'3 cinco a nueve días después del est.ro~ 

(siendo el estro el día cero),. tendrán diferente desarr"ollo; 

después·'· del 
.cu; 

't~~~'~:;:~·b-"·' a.' ~i;c,-~:~:.. si~t·é, :cúas·~ 
~~i?:r-=?.,. móri..tla .compacta a los 

el 

blastocito maduro también a los siete días.. el blast•='Cito 

expandido a los ocho días y el blas:.tocito eclosionado a los 

Con respecto a la madurez del embrión,. se seleccionaron. 

m•~rulas tardías biet1 compactas y blastoci tos iniciales ó 

rnadl'r··:is. Los embriones fueron lavados en cinco gotas de mediO 

estéril. con una micropipeta de cristal estéril que fl'e 

desechada en cada lavado, y c:oloc:andose a los embriones en ut1 

medio de manejo Dulb-=:cco Fosfati:i Bllfer-ado CPBS) ~ con 4g/l t de 

albúmina bovina fracci Gn V y 50 mg/lt de l-;'.ar1amicina CGibco) con 

un Ph de 7.2 a 7.4. Se anotó el tiempo en que fueron 

colectados. A éste medio de manejo se le agregó glicerol a la 

coricentraci6t1 de t.5 M. F1_,e necesario '=IL'e !Os ~mbriones 

permaneciet·an en éste medio de congelaCióti de 20 a 40 minutos 

ya que mayor tiempo Pllede af'ectar s1..1 f'erti 1 idad por toxicidad 

del glicerol· C21>. 
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Mientras permanecierot'l en éste medio se r'otularon las 

pajillas, ·que van a mantener al -embt~ión, de i.cL~erdo ·al Manual 

de la Asociación Iriternacional de Transferencia de Embriones 

( IETS>. Se anotaron los datos de la raza;· el regiStro. de ·la 

donadora, del Seffiental; ·1a 

calidad de.-embf.i6ti.·cFis·-1) •. · 

·.-.:· ·.~-~;· ... 

,·,; _.__ \ . 
fecha de:· cor1g~.~-aci6n;'·.-1a_-eda'd Y. !"a 

PROCEDIMIENTO. UTILIZADO PARA. LA CONGÉLACiCJN ':DE . L.os' EMBRIONES .. . .. . . 
Los embriones· fuer6n cargados en ut1á. .PaJÍ lla.-de; ·cassou. de 

0.25 ml la cual fué ·intrÓducida 
. .. 

a otra de O. 5 rñl, ·para poder 

anotar todos los datos sin t"lit'lgún problem-a. Et'l. la-· ·parte 

superior de la pajilla de 0.5 ml se utilizaron- co_lor_es :para 

saber rápidamente el estadio del embt· i6t1: verde para mórulas, 

verde y roj•:i para blastocitos iniciales y finalmente rojo para 

blastoci t•:>S maduros, de ésta manera se fac~ 1 i t6 el escoger al 

embrión evitando lln sobre mar1ejo de los embriones en el momento 

del descongelado, seleccionando •=l embrión seg~m lo r-e•=11.tería la 

receptora. Las pajillas f•..ieron sel ladas con polvo de Cloruro de 

Polivinil CPVC> <Figura 1). 

Para la congelación de las pajillas se ·utilizó un aparato 

man•...eal de cor1gelaci6n, basad•:i en 1.u1 vaso térmico con nitró9eno 

liquido y alcohol etílico <·=tanol> <Figura 2). Con l~na pinza 

se fijaron las pajillas en el inter·ior· del vaso; la bomba de 

aire y el termómetro fueron colo·=ados a la altura exacta del 

embrión. Por 

termómetro, se pueden colocar dos al mismo tiempo en caso de 

'=1'-h~ 1.u-10 fa l 1 e. 



so 

ALmque no en todas la pajillas el c1:>ntenido del medio 

quedo exactamli!nte igual; ·se al ine6 la parte superior de la 

columna del - medio ,de congel.aciót1 para transferencia de 

embriot1es que conteti'íª' al embrión, para facilitar el proceso de 

inducción de· .. Ia crist~lizac{ón ó s~9din9~ 

Para tal efecto,. LU"r movinliento rápido a todas las pajillas 

las aco'modó dentro del congelador.· Este aparato,. la bomba de 

aire, el termómetro y la pinzal' permanecieron verticales dentro 

del pequeño termo Dewa.r Vacío"" de doble pared de cristal 

remo:•vible. Este termo posee vacío entre sus dos paredes de 

cristal de tal manera que la ternperatura interior cambia muy 

lentamente. El termo mencionado tiene en la parte posterior· el 

vacío propio de tal manera que permite al alcohol eti 1 ico que 

esta dentro qL~e el ritmo de descenso de la temperatura fuera de 

O.S"C por minuto hasta alcanzar Jos 6"C bajo cero, donde fueron 

col.:u=ados los embriones. Para ut-.i formar la temperatura del 

alcohol se sumergió una manguera para introducir bur-bLüeando 

aire mediante ur-ia pequeña bomba de acL~ario,. éste Dewar se 

sumergió tanto como fue po~ible dentro del conCenedor grande 

plateado DeNar·~ o:!.l cual ci:int·~rda el nitrógeno 1 íq1.ddo CFig 2>. 

El ritmo de descer1so de 1 a temperatura se PL,do ajustar 

incrementando ~. disminuyendo la cantidad de alco~1ol etil ico en 

el termo interior~ ésta es una de las opciones ya que el 

incr·emento~ disminuye y la dism1nr.,ción acelera. Si el termo 

interior es swnergido dentro del nitrógeno líquido s:e 

inct·ement.Ct t .. ambién el rango de congelación. Si se bombea .aire a 

temperatura ambiente desciende_ el rango de congalaci6r1,. sin 
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embargo fue necesario agitar el alcohol etílico desde su parte 

sUPet·ior hasta el fondo con la bomba de aire para mantener utia 

temperatura estable en te.idos los ni veles dentro del vaso Dewar. 

En el congelador· se s•.1mergi6 el termo interior tar1to corno fue 

posible dentro del nitrógeno l iqLádo,. se colocaron 500 ml de 

alcohol etílico et1 el tet·mo interior y se apagó la bomba de 

aire has.ta alcanzar la temperatura de OºC lo que permitió 

enfriar a 0.SºC por rnit·11.1to,. post~r-ionnent.e se accionó de nr.1evo 

la bomba de aire y se debió l"'1e rE!d1..1cir el ra1190 a 0 .. 3ºC por 

min1.1to hastu. q1Je al•=an::~ los -·34ºC. En éste pr.uit.o se dismin1.1yó 

el niV•::!l del nit.r·ógeno J íquido del conter1edo1· gr-ande de t ... al 

maner·a que el ,-.j tr.:.genc• n•:i tocara el termo intet· ior. Esto 

disminlWO el enfriamiento a apr·c1:-:imadame11te 0.1ºC/min hasta 

alcanzar l•:is -38ºr:: t.iem1=":' en que se c·:ilo•=aron l•::is embriot·1es 

directamente en e1 tanq1.¡e de nitr¿•gt=no liquido. 

N1~evarnentE- S•? 11 .. ::-:n•!• el tenn•:i gr·¿.nd"=. con r1itrógeno 1 iql,ido 

hasta que todo el alr:c•hol eti l 1c•::i del termo pequeño quedó 

s1..unergido dentro de ést•::-:. S>:!: bombeó ltn poco de aire a t;.r-avés 

del ni tr-ógeno p.:tra mantener la 

temper-al:.ura. El termc• int 1~rr·10 ·=•.:•n el vacío entrl'E! a1r1bas paredes 

pn=-v1no que la temp>:!:rc,"f: 1.1ra sal tar·a en rangos m1~y •3randes 

demasiadQ 1·ápidr:i. El f:~rrn 1:1 ·=l1.~e ""-·~ ut 111::6 esttJ fabrh":ado por H. 

S. Martin C1:1. pr·oporciona 1.~n r.::,n::..ic, ·=c•nstanl:.e d1-2 1/3 ºC. el 

t·~rrno e:-:f:.erno est& platead.:.• para •::•::•n:::.o::-rvar la te.mperatur·a. 

enfr·iarnienti:• al lle::_i¿d· a l•:is -6 ó -7ºC bajo •::er·o ut;.i li:::ando el 

rango de congelami¿nto de ó 2ºC PC•r rninl-1to, ést..: rango es 
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más lento, pero no inter'fiere, solo causa un poco más de 

consumo. A los -6 ó -7 ºC el vaso De¡..1ar de cristal se sacó 

totalmente del nitrógeno l iqLddo para tratar de mant~ner una 

temperatura estable de -6 ó -7 ºC bajo cero., se colocar•=>n los 

embriones y se esper-o dos minutos para estar se9L1ros que la 

tiamperatura 'del líqL1ido qL'e contiene al ernbri6n esté tambiét1 a 

-6 6 -7"C bajo cero, se llevó acabo un pt··=iceso di;norninado 

inducción de la ct·ist ... alizaciót1 1~ 11 se:i::ding". Para ésto se. colocó 

un objeto de metal ligero, gener-almenf: . .,z L'na pi rizas de: 

hemc•stasis~ piti::a~ para uñas .• •?te. •=h~titr•:i d>:!l nitr69er1•=> l íqL~ido 

hasi:a qL,e adquieran 1.u-1 enf'riamient:.o ccwr:ide1-c:ible. Estando a -6 

l• -7"C se b:ic·~· con la pin::as. la •=c•l1.1mna en la ¡::.arte superior 

del "flL1idc• e11 la quE! se e1v:::L1enl:.ra el embri•~n. lo o.1al produjo 

Llna forma·=i6n répida 1je 1::1-istal~s de hiele•. La formación de 

crist.ale-:, descendi·~· por la i::olumna. no se toe·~ ésta columna muy 

abajo con la pinza Pt-•:u=1_n·and>:• q1.1~ :.•?;2'1. ~n la punta~ Ya •=1ue P•Aede 

•=ausar dar;.::i a 1 embr i l!·n si úPl t•-:et el f r i o di 1·•?ctamente donde él 

Sl~avernente las paji l Ja~ p~r-fa ql~e el embrión subiera y se 

ccilurnna dent.ro de I;; h 1 ~1·b 1.sj;, d·'.:! "'11··~ donde podria sL1frir· daños. 

Est.o inicia la deshidr-at;J•::i·'.·r• d·::l embr·i·)n por •=arnbio de la 

eJ ni t.1·ógeno l í·=1uido:1, 

P1:istericirtn1:nt.e al"seE!din9 11 l.i:i t•:=mp-=:r-c1t.u1·a se detuvo por- diez 

minutos a -6 ·~ -7"C bajo C":!t"C• par·a lL~ego ,_,tilizar •.ln rar190 de 

• SºC por minl'to hasta -.:CS"C bajo cero para aseg1....1rar la mayor 
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deshidratación del embrión durante éste proceso, P?steriormen~e· 

el vaso Dewar de cr· istal se intr·odujo totalmente:". a.l nitrógeno 

1 iquido. Cuando el embrión alcan~O li!i temP9ra.tura>de ·-35ªC .se 
,·,'.-'" - -: . 

ir1trodL,ce rápidamente la pajilla en el , '~a~~q,-'e :d~l. :ni tróseno 

liquido C-190ºC) 1!'1 en cualquier otro reCipiente con nitrógE!:no 

liquido pat"a conservarlos hasta _descong~l.aci ót1 .-.. e 

implantación .. 

El descongelado se hizo a temperatura ambiente 20 a 2SºC, 

cuando la tamperat.ura ambiente fue mayor a 35ºC se descongeló 

en un t.ermo a Lma temperatura de 20ªC por 30 segundos contando 

siempre 10 segund:is aJ sacar ·~l embi-ión del f:.ei-mo antes de 

meti:arlo en el t.ermo de descongelar, ésto evit-6 lesiot1es para el 

sin embargo descongelar a :)SºC, 30ªC O 25ªC fl'e superior a 20ªC 

por cuarenta· seg1.n1dos. sobre tcidei para pajillas de 0.25 ml 

Seide] (60) su9iere lo sigtJi•=nte para des•=ongelar paji] las 

d-% 0.25 ml: qtp~ la pajilla se ~.a.que del t~t·rno y s-= mantenga en 

el aire dLwante 10 segw1dos. se transfiera a un t .. ~rrno con agt1a 

a 37°C dtwante 15 a 20 se:9•.n-1d•::>S 7 r·~sul tando con éste 

procedimiento menos zonas pelúcidas rotas y un mejoramiento en 

la Fer-ti 1 idad. 



. 5..¡ 

La remoción del glicerol se hizo en 4 pasos C21). 

El procedimiento abarca el i..'so de tt~es soluciones A~ B y C 

descritas a contin~ación:· 

- Solución A 

inactiva.do ~· 0.4 %'.de albümit1a bovina. 

Soluci 6n B. : c;or1t.iene r::"BS inodi ficado + 1 O :,; _ de __ gl ice rol y · 

10 % de suero f'etal ir1activado. 

S1:iluci·~·t1 C- Contier1e PBS ffiodificado +· 34 .. 2 ;.-; C1 trf) de 

sa•=arosa mas 10% de suero ·retal inacti vado._ 
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PREPARACION r•E SC•LUCIONES FINALES. 

Las tres soluciones <A~ B y C> son mezcladas en las 

cantidades mencionadas a continuación para hacer los cuatro 

pasos de descon9elaci6n: 

PREPARACION DE SOLUCIONES FINALES PARA EL LAVADO DE EMBRIONES 
PARA [•ESCON6ELACION 

PASO SOLUCION 
A 

2.0 

2 8.0 

3 14.0 

4 20.0 

<mil 
B 

12. o 

6.0 

c 

6.0 

6.0 

6. 0 

SOLUCIONES FINALES 

.6 % glicerol más 
10.3 ;.; ( 0.3 Ml 
sacarosa más 1 O ;.; 
de suero. 

3 X glicerol más 
10.3 ;.; < 0.3 Ml 
sacarosa más 10 X 
de suen:• 

10.3 ;.; <O •. ) M> 
sacar·osa más 10 % 
de suer·o. 

PBS más l O:·; de 
Euero. 

6 minutos y al final pasó al c1.1arto paso que va no contiene 

glicerol ni sacat·c•sa. ésta S•::tli~·::i ón final se pasó a través de 

un filtro de O.as mi•=rones (Mil l ipore) que se colocó al final 

de la jeringa~ se '-'sarot°I jeringas sir; émbolo de hule~ todas de 

plástico <Air-Tite>~ se lavó el embrión tres veces antes de 

cargarlo er1 la ·paj:.lla.. también f,_,e necesit,rio •=ft.'e la pajilla 

FALLA DI'" e 



fuera lavada 2 ó :3 veces en el medio estéri 1 para eliminar 

cualquier residuo qL10 pudiera ser tóxico para el embrión. 

Los resultados de la fe1~ti l idad por estadio para embriones 

conge 1ados7,desconge 1 a dos se ana 1 izó con la Prueba de Ji-

cuadrada" uti 1 iZando ~na tabla de contingencia de 2 x 2 <29>. 
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rv. RESULTADOS. 

Se realizaron 387 transferencias de embriones con9elados

doascon9elados con un aparato manual a nivel de campo. de los 

cuales 249 fueron cor'r embriones en estadio de blastoci to y 138 

con embriones en estadio de m6r·u1a CAnexo 1) .. 

Los porcentajes de fer ti 1 idad logrados en este trabajo se 

encuentran en el Cl,adn:.o I ~ en dor1de se observa q1_,e de los 249 

embriones en estadio de bl21s1:ocit.o se lograron 126 partos que 

representan Ltn porcentaje de Fertilidad de 58.41% y de los 138 

embriones en estadio de mórula se lo·.;iraron 81 partos que 

r·~Preset1tan LW1 porcentaje 1je f'erti 1 idad de .58 .. 69:.C. 

Es importante ~nfati::r,r ·':lLle de las 387 transferencias de 

embr·iones congelados-descot1geladas que se hiciet·on a nivel de 

campo se obtuvieror1 214 gestaciones lo qwa, signiFica 1.ma 

fertilidad total de SS.29:"-: • 

Al anal izar los res1.Jltados obtenidos en éste estudio, por 

medio de la prw:~ba de .Ji-c•.~adrada, utilizando una tabla •je 

continger1cia de 2 x ":< no se obtuvo una diferencia estadisti c:a 

sigt1iFicativSt <P > O.OS) al comparar la Fertilidad obt.enida cot1 

los embrione:=; en estadio de blastocito y mórula calidad 1. 
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V. C•ISCUS!ON. 

De las 387 transferencias utilizando embriones congelados

desci:1ngelados ·co,.1 Un aparato manual a nivel de campo~ se 

lograrán 214 9esta1=iones lo que representa un 55. 29. Y. de 

fer ti 1 idad en todo el trabajo. resultados superiores si lo 

cornPara-mos con otros trabajos hechos en México con técnicas 

reali:::adas en laborat.orio bajo condiciones mas cot1troladas y 

con aparatos computarizados para congelar embt·iones (28). 

García encontró diferencias significativas en la-· Fer:tiridad 

de embriones congelados de acuerdo al estadio: 40.03Y. . con 

rnó1·1.~las~ 47. 6:-: con blastoci to inicial y 34. 43i'~ cot'l blastoci tos 

madlH"os~ todos el los de calidad 1 <28). 

Esb:) q1.~izá se debe a qt,~e los blastocit.os correspc•nden a un 

desarrollo más esperado al séptimo día deSPltés del estro que 

la=. mórLJlas. Además w1 blast.ocito es 1.m ernbri.ún •=JLJe tia mostrado 

cierta cc.1PC:t.cidad para seguir· su 1jesarroJ lo, mientras que las 

mót"Ltlas p.:ir alguna t·azón van at:.rasadas <17. 28,. 41, 44,. 48). 

Hasl .. ~r en•=ont:.ró que ciparentement~e el estadio del embrión 

it"l'fluye et1 la fer· ti 1 i dad al ser· t:.t·eu-1sfer ido-::. inmediatamente 

d~spués de 1.:. co:ile•=ci·~·n e f1·-=.·s•=·:-•s>,. la fer·t:.i l idad ha -sido mayor 

al t.ransferir rn~•n.llas <77:,;> ·::¡ue con blasto:.c:it..:)~. C7;S%) (36). 

En el prese11te trabajo aparentemente se encontró algo 

si mi lat· •=on embriones C•:ingel ado~-descongelad•:is,. la fert.i 1 idad 

en mórulas fue de .'.38.E.'5';..; ~· PL11·a blastocitos fue de 53.41%,. y 

POI' le• tanto:•. n·~ se ¡::.1.ido:i cornp1··:·bat· q1.1e los blastoci tos ter1gan 

Lma mayor fertilidad. Una Pt:•sible expl icaci i!•t"l a éste hecho. es 

el de q1_,e las mó1·ulas ne• necesariamente van· más atrasadas P•:ir 



tener algón Problema en su desarrollo. Recientemente se ha 

tratado de establecer la relación entre el desarrollo del 

embrión y 

i.ma mayor 

su sexo. Apa.rentement.e las mórulas tienden a generar 

proporci6r1 de crías hembras 'que los blastocitos (3), 

pero esto no jmplicu. necesariamerite qL'e L'n estadio de menor 

desarrollo se relacione con trna pobre sobrevivencia (mót·ula>. 

Cuando L.fna colecció11 de embriot1es de una vaca superovulada 

produce embriones de tres 6 mas estadios de desar·rollo, 

aproximadamente 7o;.; de los. más desarrolla.dos son machos y 

aprox i-madamente 70?: de los menos desarrolla.dos ~on hernbras (3) • 

Otra posible explicación es que en' _éste trabajo se 

uti 1 iza ron solamente .embr· iones q1.1e despues del congelamiento 

seguían siendo calidad 1 (excelentes>, y que ést•:is erñbriones 

por haber podido soportat" adeci.,adarnente el proceso de 

congel aci ón_-desconge l ación tengan 'la m~sma capacidad para 

iniciar una ga5tación. 

El hecho de que en ocasiones se hayan obtenido mayores 

porcet1tajes de éxito con embriones de menor calidad y con 

embriones que sufrieron el pr-oceso de congelación-

descot1gelaci6n podría sugerir la existencia de otros factores 

involucrados, por lo que se req1.4iere desarrollar otras técnicas 

de evaluación del embri~•n, ad>!!rnás de la morFologica ('28~ 44) .. 

EL porcentaje total de gestaci ~·n~ incl1...1yen.j•.) blastoci tos y 

de 55 .. 3;.;~ tomando en c•.1enta q•.~e tanto las 

colecciones como la congelación y t.t·ar1sf'er-encia de los 

embriones se reali:.:arot1 a nivel de campo~ donde no siempre se 

cuenta con condiciones óptimas para el manejo de los embriones. 



Hasler (35) menciona que el rango de ferti 1 idad que se obtiene 

al transferir embriones congelados bajo cor1diciones óptimas es 

de ss:-; a .70:/., por lo que los resultados de éste trabado se 

enct~entt-an dentro de dicho rang•:>. 
··:';; -. 

La f'ertil idad obtenida en éste trabajo hace, una ::OpC:ión 

viable la L~tilizaci.!in de: la técnica de la transferencia de 

embriones y posibilitn s.1.1 utilizaci.!in como una herramienta en 

el rnejorarniet1t.o genético de los bovinos. 

FALLA ·-e Uc ül=t!GEN 



VI. CONCLUSI1JNES. 

En el presente trabajo no se encontraron diferencias 

significativas en la fer ti 1 idad de mórulas Y bl,astoci tós 

congelados_.Y .descóhgelados al utilizar una ~O-nsel~dora·~9:nu~i 

de embriones a niv'3l de campo. 

La fertj l idad total obterrida al transf'eri~ embriones 

congelados f1.~e de SS. 3:-: cifra qLJe se et1cuet1tra dentró' del rango 

reportado en la literatura a nivel mundial. para ·éste· ~iP_o de 

técnica. 

La obtención de 1.1n porcentaje de fer ti 1 idad acept.able ·hace 

una opci6t1 viable la técnica de transferencia de embriot'les a 

nivel de campo con un·aparato manual posibilita su utilización 

como ut1a herramienta en el mejoramiento genétic1:i del hato 

nacional, obteniendo becerras y becet·ros de reemplazo con un 

alto potencial genético que pod1·ia11 ayr.1dar a 

déTicit de leche y carne que sufre México. Así mismo es 

n~cesario profi.mdizai- er-. el 1~so de los apat·atos manL~ales de 

congelación para obten.:r mejores porcentajes de fertilidad con 

el 1.1so de éstos. 
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8 10 12 l 

FHiURA I. Pajilla de 25 ml con el embt·idn y pajilla de SO ml 

1.- Pajilla de 25 rnl cor; embrión. 2.:-Pajilla de 50 ml con 
datos. 3.-PVC. 4.-Medio. s.-air·e. 6.-medio con embrió11. 7.
Algodón. 8. -Un1 ór1 ,je las 1j.;i3 pa.J11 las a base de calor. 9. -
Nombre do::! la vaca y 1·1(nne1·0 de registro. 10.-Nombre del toro y 
nl'1me1··:i de 1·.=gisf:r 0;1. Jl.-Fecha. 1:2.-Nombre y dirección de la 
Compañía. 13.-C•:.l•:it· de clMsif1caci.~11 de embf"ión. 14.-Ni~mero de 
Ja Asociación Internacional •:Je Trttns.ferencia de Embriones .. 
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12-tl,_3___ ~ ·--~--¡ 

FIGURA 2. Aparato manL~a 1 para cc1n9elac1ón de embr·iones 
fabr·icad:i P•:ir· N.S. Martin C·:•. 

1. -Terma f.lewar no plateadco 1·ern•:•v1bJ e. ::.. - Cc1nt..e1v:!t"•j•:ir 9rar1de 
Dewar Plat.ead•:i. 3. - Terrn•~•rnet.n: •• .:t. -B·:•rnba de air·e. S. -F'1n::a r:•a1·a 
sujetat· las paJ1llas. el te1·m·~·tne-t:1·1:• '.'la •:án•.1la d12 la bombéa de 
air>::!. 6.- F'aJ1llas c•:or-1 ernb1·11:or-1-:s. 7.-Nivel de Nil:.t··~·geni:• 
líquido. 8.-Ni•1el 1j,:;: aJ.::c•hol et:ili·::o. ·?.- C~nula de la b•:.mba de 
aire. 11).- Pin::a rje an1ll•:.. ll.-S•:oster1edr,;.r 1je la pin::a de 
atiillo. 12.-Plataforma. 13.-Plataforma m6v1l. 
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CUADRO 1 

Fertilidad obtenida al trat1sferir m.!•íl..llas ó blastOcitos 
congelados 

Fert .. i l idad Gestantes 
N•~m Ernt·r-ior1ez 

Transferidc1:. NLlm X 

Morulas 1:38 81 58.7 

Blasf:.ocitos 249 133 53.4 

Total 387 214 55.3 
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Ar1exo l. Embriones trat'\sferidos y g~staciones logradas. 

BLASTOCITOS MORULAS 

FECHA ESTADIO GESTACIONES ESTADIO GESTACIONES 

21/7/90 7 B 4 
31/S/90 s B 4 s M 3 

J M 1 
1/9/90 2 B 2 6 M 4 

2 M o 
13/10/90 8 M 2 

2 M 2 
15/12/90 !S M 10 
SI 2/91 3 B 

s B 4 
912191 s B 2 11 M 7 

14/2/91 4 B 3 4 M 4 
/10191 s B 4 7 M 2 

S/10/91 7 B 3 4 M 2 
6 B 4 

713192 <1 B 4 4 M 4 
20/12/91 1 ¡, 1 8 M 4 

14/2/92 8 M 4 
6/3192 7 B s 
2/.S/92 s M 2 

14/6192 4 B 2 
18/7/92 IS B 7 
12/3/93 10 M s 
18/€./93 24 B 11 
2/10/93 11 B 7 11 M s 
3112/93 16 B 7 10 M 4 
11/3/93 3 B 1 1 M 1 
3/12/93 20 B 10 
7111 94 12 B 6 
5/2 194 4 M 2 
612 /94 9 B 3 
1912/94 12 B 6 
11 /3/94 3 B 1 M 
24/3/94 16 B 8 2 M 

7 B 5 
2S/3/94 29 B 14 4 M 3 
18/6/94 4 B 4 5 M s 

fALLA 
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