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RESUMEN 

,. 

KIESWETTER RUBIO LAURA. Evaluaci6n de )iferentes.¡nétodos para.la colecci6n 

de embriones de rata de laboratorio, (bajo la direcci6n del Biol. Raúl As­

tiazar&n Ybarra y el M.V.Z. Jorge Avila Garcla). 

Se evaluaron diez métodos utilizados para la obtenci6n de embriones de ra­

ta, con el objeto de detenninar cual de ellos es el m&s eficiente tomando 

como par&metros el porcentaje de recuperaci6n, tiempo de localizaci6n y la 

morfologla embrionaria. 

Los métodos de colecta para ent,riones evaluados fueron los siguientes: tu­

bo de centrifuga, tubo de ensaye de 120 ml, tubo de ensaye de 35 ml, pipe­

ta volumétrica modificada, embudo de separaci6n, jeringa, probeta cillndr!_ 

ca, filtro, probeta c6nica y caja de Petri. Para cada uno de estos métodos 

se dispuso de 90 embriones de rata en total, ya que los eventos se repiti! 

ron 5 veces. 

La infonnaci6n obtenida se analiz6 mediante el An!lisfs de Varianza y la -

prueba de fukey, encontr&ndose diferencia estadlsticamente significativa -

en el porcentaje de recuperaci6n (P( 0.01). Al emplear el filtro y la ca­

ja de Petri, se recuperaron el 97 y 981 de embriones respectivamente, sie.!!_ 

do estos valores estadlsticamente similares; al utilizar los métodos de t~ 

bode centrifuga y jeringa, se recuper6 el 71 y el 70% de embriones respeE_ 

tivamente. Estos cuatro métodos resultardti estadlsticamente superiores a -

los dem4s en cuanto a porcentaje de recuperaci6n. 

Al emplear la caja de Petri y el filtro se registraron los tiempos mas CO! 

tos para la localizaci6n de los embriones invirtiéndose 14 y 15 minutos --
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respectivamente. 

No se observaron cambios en la morfologfa embrionaria con ninguno de los -

diez métodos de colecta evaluados. 
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II. INTRODUCCION 

Aunque los ovarios de los mamtferos contienen cientos de miles de ó­

vulos, el nOmero de progenie que una hembra produce es pequeño con rela-­

ción a dicho nOmero. En los animales domésticos, el nOmero de veces que.!! 

na hembra puede quedar gestante se ve limitado por el periodo que dura la 

gestación. M6s aOn, sólamente uno o dos óvulos se liberan en cada ciclo -

estral en las especies que no producen camadas. El nOmero de crtas que u­

na hembra puede producir durante su vida, se incrementa en gran medida por 

medio de la técnica de transferencia de embriones (16). 

II. 1. Antecedentes e Importancia de la Transferencia 

de Embriones. 

En términos generales la transferencia de embriones consiste en la e! 

tracción de un embrión en las primeras fases de su desarrollo del aparato 

reproductor de una hembra y su posterior implantación en el de otra hembra, 

donde el embrión completar& su desarrollo hasta el nacimiento (12). 

1..¡Betteridge menciona que la transferencia de embriones se remonta al! 

ño 1890, cuando Heape logró transferir un embrión del tracto reproductor -

de una coneja al de otra, obteniendo resultados satisfactorios (3). Cin-:~ 

cuenta años m6s tarde, otros investigadores como Warwick y col., experime!!. 

taran con embriones de oveja, pero no como una investigación de laborato-­

rio simplemente, sino d6ndole un enfoque m6s pr6ctico a su trabajo (24).j 

Desde finales de la década de los cuarentas hasta la fecha, esta téc­

nica ha despertado gran interés dentro de las personas dedicadas a la cie!!. 
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cia animal, como un instrumento de reproducci6n y utilizandola a nivel co­

mercial. 

(,Actualmente, mas del 901 de la actividad comercial de la transferen-­

cia de embriones, ha sido enfocada hacia el ganado bovino. Sin embargo es­

ta técnica puede ser aplicada a otras especies y muy adecuadamente a a---­

quellas que estan en peligro de extinci6nJ(18). 

LLas ventajas que la transferencia de embriones ofrece a los ganaderos 

son muchas y entre ellas tenemos (13, 24):· 

a.- Aumenta la capacidad reproductiva de una hembra. 

b.- Pennite aprovechar el potencial genético de hembras que sufren lesio­

nes o que por cualquier razOn no pueden gestar o parir, pero que son 

fértiles. 

c.- Se acorta el intervalo entre generaciones, mediante la superovulaciOn 

de hembras adultas. 

d.- El transplante de embrioneide razas finas a receptoras nativas deba­

ja productividad, pennite utilizar el potencial genético de aquellas 

en un ambiente completamente diferente. 

e.- Pennite la incorporaciOn de nuevas razas y lineas de éstas a regiones 

donde las leyes prohiben la importaciOn de animales-.!l 

II. 2. Transporte Embrionario. 

Una vez realizada la fertilizaciOn en el oviducto se inicia el trans­

porte del embriOn a través de éste, siendo caracterlstica de cada especie 

la duraciOn que se requiere para que alcancen el Otero (Cuadro No. 1), (6, 

15), durante el descenso de los embriones se llevan a cabo las primeras e-
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tapas de la.diferenciación embrionaria (16). 

La velocidad de progresión del embrión en el oviducto presenta modif.!. 

-caciones importantes, las cuales van a depender de la zona en que se en--­

cuentren, ya que se ha demostrado en el conejo que en ciertas porciones de 

la trompa de Falopio hay retención del embrión, mientras que en otras, la 

velocidad de traslado se ve incrementada considerablemente (8,14). 

Entre los factores que se han considerado que intervienen en la regu­

lación del transporte de los embriones, destacan·· las contracciones muscu­

lares y el movimiento ciliar, mismos que son influidos por estr6genos y -­

progestagenos (21), as[ como también los fluidos tub4ricos e uterinos. 

11. 3. ObtenciOn de Embriones. 

Llfuntér menciona que el mejor momento para extraer los embriones del! 

nimal donante, es cuando ya han penetrado en el Otero, es decir al menos 3 

d[as después de la ovulaciOn, sOlo entonces se pueden emplear métodos no -

quirOrgicos. Sin embargo, en muchos laboratorios se estan desarrollando o 

aplicando métodos no quirOrgicos para extraer los embriones del lumen ute­

rino(Rowson y Dowling, 1949), muchos equipos prefieren utilizar un método 

quirOrgico- laparotomla lateral o ventral-. que ofrece mas garantlas en -

términos de la proporción de embriones recogidos. Los sistemas quirOrgicos 

tienen la desventaja de que se puede utilizar muy pocas veces al donante, 

debido al problema de adheciones en el conducto genital, al debilitamiento 

de la pared del cuerpo y al crecimiento de tejido en las cicatrices. La l! 

parotomfa se realiza bajo anestesia general; se expone el aparato reprodu.f_ 

tor y se recogen los embriones en una placa de vidrio, después de perfun-­

dir el Otero con una solución salina suplementada con suero. Este medio se 
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introduce en el lumen con una,jeringa y una aguja, extendiéndolo a lo lar~ 

go de la trompa uterina, con presi6n digital, y recogiéndolo con una canu­

la de goma o de vidrio convenientemente colocada. Generalmente, los anima­

les donantes no se usan mas de tres veces, después de lo cual se les de---_ 

vuelve a su rebaño para que se reproduzcan naturalmentv(18). 

Los métodos no quirOrgicos descritos en 1977 por Brand y Drost (4), -

como por ejemplo en la vaca, pretenden recoger embriones de la porci6n su­

perior de las trompas uterinas, generalmente de 6 a 8 dtas después de la .Q. 

vulación. En la mayorta de estas técnicas se utiliza un método sencillo P.! 

ra introducir y recuperar el medio a través del cervix, con la vaca total­

mente consciente y en posición erguida, aunque preferiblemente con las pa­

tas delanteras algo mas altas que las traseras. Se acostumbra administrar 

un anestésico epidural para impedir la defecación y las contracciones rec­

tales. El aparato de perfusión suele ser un catéter de Foley modificado de 

tres ramas, usandose un bal6n inflable para cerrar la extremidad caudal de 

la trompa uterina antes del lavado ( Ver, Figura No. 8). En el momento de 

insertar el catéter, se le acopla un estilete que lo pone rlgido, para po­

der pasar por el canal cervical y penetrar en la trompa uterina. La obten­

ción de embriones aumenta cuando se emplean grandes cantidades de medio P! 

ra lavar el contenido del Otero (aproximadamente 500 ml), y también masa-­

jeando per rectum el Otero dilatado por el liquido. En lo que respecta a -

los embriones, el procedimiento de buscarlos entre los residuos endométri­

cos acumulados en el fondo del recipiente, puede ser largo y dificil y hay 
• 

que tomar precauciones para reducir el peligro de contaminaci6n bacteriana 

durante este proceso (18). 

Los embriones (o los óvulos degenerados} se identifican en un recipie!!_ 
te de vidrio con un microscopio de disección. Durante todas las manipulaci.Q_ 
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nes hay que mant.ener estrictas condiciones de asepsia. Los embriones selec­

cionados para el transplante, en virtud de su morfologla, se pueden mante-­

ner en una incubadora a 359-379C, o a la temperatura ambiente (189-2Q9C) d.!!, 

rante varias horas en un.medio de cultivo adecuado, pero hay que tener cui­

dado para impedir un "shock" de temperatura, un cambio de pH, o la -evapora­

ción ( 18). 

Existe una gran variedad de recipientes para la colección de embriones, 

sin embargo, hay poca información en la literatura con respecto a la efi--­

ciencia de éstos. Dentro de lo mas recientemente ideado, se encuentra el -­

sistema de filtración con el cual se ahorra mucho tiempo en la bQsqueda de 

los embriones, no obstante, tiene el inconveniente de no encontrarse con fa 

cilldad y de ser desechable. 

Pugh y col. (1980), mencionan en su trabajo que con el filtro que---­

ellos disenaron con red de plancton, se localizaron los embriones en tan s~ 

lo 10 minutos de iniciada su bQsqueda. Sin embargo, existe el inconveniente 

de que si hay moco uterino y residuos celulares en el lavado, éstos pueden 

bloquear la red, por lo que la velocidad de filtración se vé disminuida --­

(20). 

Otros investigadores como Baker y Jillella (1), Brand y Drost (4), -

Newcomb y col. (19), Seidel (23) y Sreenam y Diskin (25), han utilizado di­

-versos métodos de colección de embriones, como por ejemplo, el tubo de ens_! 

ye y la probeta graduada. En estos métodos, se deja sedimentar el lavado -­

por un lapso de 30 a 45 minutos antes de extraer del fondo un volumen de 30 

ml de medio con la finalidad de depositarlos en una caja de-Petri para su -

posterior observación. 

Betteridge y col. (2) y Newcomb y col. (19), han empleado como reci---



~a-

piente para colectar el lavado uterino un matraz de bola al cual lo corta-­

ron por la mitad y utilizaron su parte inferior. Sin embargo, Newcomb y col. 

comentan que los tubos de ensaye empleados para tal fin son mucho m4s satii 

factorios ya que éstos Gltimos son m4s económicos y pueden esterilizarse y 

limpiarse m4s f4cilmente. 

Otros·métodos o instrumentos de colecta son el matraz de Erlenmeyer y 

el embudo de separación, y al emplear los mismos se debe dejar reposar el -

lavado uterino que contengan, para que los embriones y detritos celulares -

sedimenten {5,10,11,22). 

Una vez que se han identificado los embriones, éstos pueden ser coloc! 

dos ya sea en cajas de Petri o en vidrios de reloj para su evaluación morf.2, 

lógica {5,10,11). 

11. 4. Importancia de los Animales de Laboratorio. 

Siendo que el transplante de embriones en ganado bovino en el pals es 

una técnica que cada dla cobra mayor difusión, y dada su innegable utilidad 

para la obtención ~e animales de alto valor genético y productivo, es pre-­

ponderante ahondar en la investigación en este campo con la finalidad de m! 

jorar los resultados de esta técnica. 

La obtención de embriones es un punto en el proceso de transplante que 

merece especial atención, pues depende mucho de ella el éxito o el fracaso 

~e la misma. Por consiguiente, al existir varios recipientes para su obte.!!_ 

ción es importante analizar cual de ellos es el m4s eficiente y pr4ctico, -

para que garantice los mejores resultados. 

En el presente trabajo se utilizaron embriones de rata {Rattus ~-
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gicus) variedad Wistar, en la etapa de blastocisto por las siguientes razo­

nes: 

a.- Por lo económico que resultan estos animales. 
1 

b.- Por la cantidad de embriones que producen sin la necesidad de utilizar 

honnonas de superovulación. 

c.- Debido a que la morfologla de los embriones de rata en la etapa de --­

blastocistos al ser semejante al de otras especies de mamlferos (bovi­

nos, ovinos, etc.), puede ser considerado como un modelo ideal de est.!! 

dio. 

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se planteó el ok 

jP.tivo de evaluar cual de los distintos métodos de colecta de embriones es 

el mas eficiente, con base en el porcentaje de recuperación, tiempo de lOC! 

lizar.ión y morfologla embrionaria; se esperaba encontrar diferencias en el 

tiempo y porcentaje dP. r~cuperación embrionaria con los diferentes métodos 

de colecta de embriones de rata. 
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111. MATERIAL Y METODOS 

111. t. Obtención de Embriones. 

Los embriones utilizados en el presente trabajo se obtuvieron de ratas 

Wistar de 3 a 4·meses de edad, a las cuales, después de detectarlas en estro 

mediante citologia exfoliativa a partir de un frotis vaginal, se colocaron -

en jaulas con machos fértiles en una relación dP. 1:1, confirm6ndose 13 cópu­

la, un dia después por medio de la presencia del tapón vaginal o de esperma­

tozoides. 

El estadio embrionario utilizado fue el de blastocisto, el cual seco-­

lectó en el quinto d.ia de gestación. El sacrificio de las donadoras se llevó 

a cabo por dislocación cervical, para posteriormente incidir en forma de "V" 

en la región lateral, previa desinfección con una solución diluida (l:100) -

de cloruro de benzalconio, y exponer el aoarato reproductor (Ver, Figuras -

l.Ay l.B). 

Se perfundió el órgano a través de la región·otero-tub6rica utilizando 

una aguja del No. 27. Para lograr perfundir completamente el órgano se requl 

rieron 2 ml de medio. El liquido de perfusión se colectó en cajas de Petri -

para su posterior observación al microscopio (Ver, Figuras t.C y 2.A). 

Todos los embriones colectados se lavaron dos veces en medio fresco, 

con el objeto de eliminar los restos celulares que los acompañan. Las opera­

ciones de colecta y traslado de embriones se realizaron utilizando una pipe­

ta Pasteur cuya punta poseia un diametro aproximado· de 150 m, con la fina-

1 idad de colectar el mlnimo medio posible junto con los embriones considera­

dos morfol6gicamente normales fueron sometidos a los tratamientos experimen­

tales (Ver, Figura 2.B). 
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III. 2. Material de Labpratorio. 

Las caracterfsticas d~l material que se utilizó se encuentran anota-­

das en el inciso "111. 3. Métodos de Colecta". 

Todo el equipo se esterilizó previamente a su uso en el autoclave --­

(1.5 Kg/cm2 durante 30 minutos), a excepción del filtro que se esterilizó 

con gas (óxido de etileno). Los instrumentos que estuvieron en contacto d.!_ 

recto con los embriones se siliconizaron empleando una solución acuosa de 

silicón al 1% con la finalidad de evitar que éstos se adheri_eran a sus su­

perficies. 
' 

El medio que se empleó tanto para colectar los ~briones como a lo -­

largo del presente trabajo fue la solución salina fosofatada de Dulbecco -

(PBS), la cual se suplementó con: 1 g/lt de glucosa; 0.028 g/lt de piruv! 

to de sodio; 100 UI/ml de penicilina G sódica y 1% de suero de ternera --­

(Ver, Figuras 3.A y 3.B). 

III. 3. Métodos de Colecta. 

Los diferentes métodos que se evaluaron se clasificaron de la siguie.!!_ 

te manera: 

A.- ~to~os Directos.- Son aquellos recipientes que pueden ser col.Q. 

cados directamente al microscopio para la localización de los embriones, o 

aquellos que requieren de una previa filtración del liquido de perfusión. 

Dentro de este inciso se estudiaron: 

1.- fajas de Petri grandes .J30 mi) (8.5 ,·x. 1.3 cm) (Vei',;--Figura 5.A). 

1.- Filtro coinerclpl (MarcA Em Con) (60,.ml) (Ver, Figura 5.B). 
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B.- Métodos de Preclpitaci6n.- Son aquellos en donde la soluci6n - • 

salina que contiene los embriones debe dejarse "reposar" con la finalidad 

de que los embriones se sedimenten en el fondo (Ver.Figura 7.D). Poste--­

riormente se toman de 5 a 8 ml del fondo de estos recipientes y se depos.!_ 

tan en cajas de Petri chicas (3.3 X 1.0 cm), para la bQsqueda de los em-­

briones (Ver, Figura 5.C). 

Los instrumentos que se utilizaron para obtener las alfcuotas fueron 

pipetas graduadas de 1 y 10 mililitros controladas por una proplpeta, la 

cual es un bulbo de hule que se adapta a las pipetas con la finalidad de 

controlar de manera estéril la succi6n y expulsi6n de los llquidos (Ver, 

Figura 5.C). 

Para obtener el tiempo en que un embri6n de rata tarda en sedimentar 

en una soluci6n PBS suplementada con 1% de suero de ternera, se emplearon 

tubos de ensaye de 5 ml y un microscopio invertido* (Ver, Figuras 6.B y -

3.D). Con estos resultados (tiempo de sedimentaci6n por distancia recorr.!_ 

d~) se calcularon los tiempos que deblan permanecer en reposo los distin­

tos recipientes, antes de proceder a colectar las allcuotas que contentan 

los embriones de su fondo. 

Los métodos de precipitación estudiados fueron: 

a.- Tubo de centrifuga de 50 ml Ver, Figura 3.C}. 

b.- Tubo de ensaye de 35 ml (Ver.Figura 3.D}. 

c.- Tubo de ensaye de 120 ml (Ver, Figura 3.D}. 

d.- Pipeta volumétrica modificada de 45 ml (Ver.Figura 6.D). 

* Olympus, Tokyo. 



• 
- 13 -

e.- Probeta cilfndrica de 100 mi {Ver, Figura 6.C). 

f.- Probeta cOnica de 125 ml {Ver, Figura 7.A). 

g.- Embudo de separaciOn de 500 ml {Ver, Figura 7.B). 

h.- Jeringa de vidrio de 50 mi (Ver, Figura 7.C). 

Una vez que se obtuvieron los embriones recuperados de cada recipie.!!. 

te se procediO a examinar la mor.fologfa embrionaria de @stos. 

III. 4. An6lisis Estadtstico. 

Para la evaluaciOn de los diversos métodos de colecta se emplearon -

90 embriones para cada uno. Los resultados obtenidos se analizaron por·III! 

dio de las pruebas estadtsticas de An6lisis de Varianza (9) y de Tukey -

(7), tomando en consideraciOn como parametro el porcentaje de recupera--­

ciOn embrionaria. 

III. 5. Registro Fotogr6fico. 

El registro fotogr6fico de los embriones se llevo a cabo empleando -

un microscopio de contraste de fases con camara integrada* y pellcula pa­

ra impresiones en blanco y negro** (.1/er, Figura 6.A). 

Las fotograffas de los diferentes métodos de colecta as1 como de las 

operaciones, se llevaron a cabo utilizando una camara tipo Reflex*** con 

pellcula para impresiones en color****· 

* Olympus, Tokyo. 

** Kodak Panatomic X, FX-135-36/asa 32 

*** Minolta, XG-A. 

**** Kodak, 135-36/asa 100. 
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IV. RESULTADOS 

En el estudio sobre sedimentación de blastocistos de rata, se encon­

tró que éstos lo haclan a una velocidad de 1 cm/min cuando se encontra-­

ban en una solución PBS suplementada con 1% de suero de ternera. 

Los porcentajes de recuperación embrionaria en los diferen~es méto-­

dos empleados se encuentran descritos en el Cuandro No. 2. De los métodos 

anteriores cabe señalar que la caja de Petri y el filtro fueron los que -

obtuvieron.el valor mas alto de recuperación (97.8 y 97.0% respectivamen­

te), en contraste con el tubo de ensaye de 35 ml y la pipeta volumétrica 

modificada, los cuales obtuvieron los porcentajes menores (20.8 y 15.2% 

respectivamente). 

En el Cuadro No. 3 se observan los tiempos que se invirtieron en la 

localización de los embriones en cada uno de los métodos. El promedio de 

tiempo general fue de 23.6 minutos; correspondiendo al empleo de la caja 

de Petri y del filtro, los tiempos mas breves (14 y 15 minutos respectiv_! 

mente) y al de las probetas cillndrica (30 min) y cónica (30 min), asl co 

mo al tubo de ensaye de 120 ml (35 min) los tiempos mas largos. 

A lo largo del presente trabajo, no se ob5ervaron cambios morfológi­

cos en los embriones que se emplearon para la evaluación de los diferen-­

tes métodos de colecta. 

Al analizar los resultados de recuperación embrionaria, empleando -­

las pruebas estadlsticas (Cuadro No. 4 y 5), se encontró una diferencia -

altamente significativa estadlsticamente (P 0.01) entre los 10 métodos 

evaluados. 
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V. DISCUSION 

Existe diferencia en la fonna de recuperación de los embriones depen­

diendo de si el método de colecta es.directo o de precipitación. 

Cuando se emplean cualquiera de los recipientes q~e r~quieren de la -

sedimentación de los embriones, es de suma importancia conocer la veloci-­

dad de sedimentación de éstos, la cual va a depender de la masa/volumen -­

del estadio y especie de embrión de que se trata, asl como de la densidad 

o viscosidad del medio de colecta. .,,. 

De esta manera, un embrión de rata en el estadio de mórula o blasto-­

cisto se va a sedimentar mas lentamente que uno de bovino en los mismos e! 

tadfos, ya que los primeros son aproximadamente un tercio mas chicos que -

los segundos. 

Asimismo, la velocidad de sedimentación de los embriones se va a ver 

influida si el medio en que se encuentran es mas denso, ya sea porque con­

tiene una mayor concentración de suero, (por ejemplo 15% O 20%), o porque 

posee moco y/o fluidos uterinos del animal, los cuales al incrementar la -

viscosidad de éste van a retardar la calda de los embriones. 

Como ya se menciono anterionnente, no se observaron alteraciones mor­

fológicas de los embriones a lo largo del presente estudio. Sin embargo, -

es importante senalar que si bien los embriones de mamiferos en los esta-­

dios de preimplantaci6n poseen gran resistencia durante su estancia fuera 

del ambiente materno, pueden sufrir cambios en su viabilidad desde el pun­

to de vista fisiológico (los cuales no se pueden detectar bajo el micro~c~ 

pio)~ si son exouestos a cambios de temperatura, osmolaridad y pH, princi-
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palmente antes de ser transferidos·a la hembra receptora. 

Rowe y col. (22) mencionan que Dracy y Peterson en 1950 encontraron 

Qnicamente dos embriones degenerados en los primeros 35 mi. cuando emple! 

ron el embudo de separación, lo cual pudo ser debido, como explican los -

autores. a la llave de paso que posee dicho recipiente en su parte infe-­

rior. En el presente trabajo al utilizar el sistema anterior no se obser­

varon alteraciones en los embriones. 

Tomando en consideración el porcentaje y el tiempo de recuperación -

de los embriones. los métodos de colecta pueden ser analizados de la si-­

guiente manera: 

A.- Filtro. 

El filtro fue el sistema que se encontró m4s adecuado para la colec­

ta de embriones. ya que adem4s de poseer un alto porcentaje de recupera-­

ci6n en tan s6lo 15 minutos se puede filtrar y revisar un volumen de 500 

a 750 mililitros de medio. 

Diversos autores como Pugh y col. (20) y Huels y Grave (17). han ut! 

lizado igualmente el filtro como método de colecta y consideran este sis­

tema como muy·adecuado. Sin embargo, señalan que si bien el filtro permi­

te eliminar la sangre que muchas veces acompañan al lavado, puede verse -

bloqueado por una excesiva cantidad de moco y detritos celulares uterinos. 

El filtro comercial Em Con estudiado en el presente trabajo, posee -

el inconveniente de ser desechable y de dificil adquisición (Ver, Figura 

4.8). Sin embargo, es posible substituirlo por mallas de plancton de 60 -

)A,m aproximadamente. las cuales son susceptibles de ser esteriliiadas ya 

sea por presión o por gas (Ver, Figura 4.A). 
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B.- Caja de Petri. 

·La colecta y localización de los embriones directamente en cajas de 

Petri da porcentajes altos (97.81) de recuperación. Sin embargo, a pesar 

de que el tiempo de bQsqueda promedio es de sólo 14 minutos por caja, és­

te se ve sumamente incrementado al tener que revisar- gran cantidad de --­

ellas, como consecuencia de un programa de transferencia en donde exis-­

ten mas de dos donadoras. Huels y Grave (17) han empleado a la caja de Pe .-
tri de manera muy satisfactoria para la colecta de embriones bovinos. La 

ventaja principal de este métodos de colecta, es que se puede combinar -­

con cualquier sistema, lo cual hace que se vuelva mas versátil y eficien­

te. 

c.- Tubo de Centrifuga; Jeringa; Probeta Cillndrica y Embudo de Se­

paración. 

Estos cuatro métodos de colecta, requirieron en términos generales -

el mismo.tiempo para la localización de los embriones. observandose que -

los dos primeros mostraron un porcentaje mayor en la recuperación (Cua--­

dros No. 2 y 3). 

Elsden y col. (11), obtuvieron el 701 de recuperación de embriones -

de bovinos, cuando dejaron reposar por 30 minutos una probeta de un litro, 

a comparación del 57.61 encontrado en el presente trabajo utilizando em-­

brtones de rata y una probeta de 100 mi. 

Rowe: y col •. (22)., rP.portan haber uti.Uzado el· embudo ·de separación,·! -

in embargo, no mencionan su efic-iencia. 

Las principales desventajas de estos métodos de colecta son su costo y su 

utilización practica en el campo, ya que se encuentran hechos principalmente de 

vidrio. 
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D.- Probeta C6nica; Tubo de Ensaye de 120 ml; Tubo de Ensaye de 35 

ml y Pipeta Volumétrica modificada. 

El porcentaje de recuperación de embriones en los métodos anteriores 

fue de menos del 381, por lo cual, no es recomendable utilizarlos para d.!. 

cha finalidad. Asimismo, poseen las desventajas menr.ionadas para los sis­

temas descritos en el inciso anterior. 

Al revisar en la literatura sobre métodos o sistemas de colecta, no 

se encontró mucha información al respecto, a pesar de la importanr.ia que 

poseen como ya se menciono en la introducción. 

Al considerar los resultados obtenidos en el presente trabajo, se -­

puede observar que la utilización de embriones de animales de laboratorio 

puede permitir el desarrollo de investigaciones no costosas que tiendan a 

incrementar la eficiencia de los métodos actuales de transferencia de em­

briones. 
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---··-cllJ\ORO No. 1 

CRONOLOGIA DEL DESARROLLO EMBRIONARIO DE DIFERENTES 

ESPECIES ( Adaptado de: Brtnster, 1974 y Hafez, 1962). 

ESPECIE ESTADIO EMBRIONARIO (Dtas) 

2 c61. 4 c61. 16 c61. Entrada Blasto- Implanta-
(m6rula) al Cltero clsto cl6n 

Gato* 3 (am) 3 (pm) 4 4-8 5-6 13-14 

Hur6n* 3 3 (pm) 4-5 6-7 ·11-12 

Cobayo+ 3 4 5 5 (pm) 6 

Vis6n* 3 4 5-6 6-7 retardada 

Ratf>n+ 2 3 (am) 3 (pm) 3-4 4 (am) 5 (am) 

Conejo* 2 2 (pm) 3 (am) 3-4 3 (pm) 7 

Rata+ 2-3 3 (pm) 4 (pm) 4-5 5 5-6 

Cerdo 2 (pm) 3-4 2-3 5-6 10-12 

Oveja 2 4 2-4 6-7 17-18 

Vaca 2 6 3-4 7-9 30-55 

• 5-8 8-13 Hombre 2 3 

Hamster+ 2 3 4 (am) 4 4 5 

Macaco 2 3 (am) 3 (pm) 5 9 

(am) En la mañana (pm) En la tarde 

+ Especies con ovulaclf>n esponténea; el dia uno es el dta de la 

detectlf>n de los espermatozoides. 

* Especies con ovulacif>n inducida; el dta uno es el dta de la 

monta. 
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CUADRO No. 2 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DE EMBRIONES EN LOS 

DISTINTOS HETODOS ESTUDIADOS 

HETODOS 

Caj a de Pet r 1 

Filtro Em Con 

Tubo de Centrtfuga 

Jeringa de Vidrio 

Probeta Cilfndrlca 

Embudo de SeparaclOn 

Probeta COnlca 

Tubo de Ensaye de 120 mi 

Tubo de Ensaye de 35 mi 

PJpeta Volumétrica Modificada 

PORCENTAJES (%) 

97,8 

97,0 

71.2 

70 .. 4 

57,6 

so.o 

37,6 

26.0 

20.8 

15,2 
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b.-
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e.-

f.-
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h.-

1.-

j.-
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CUADRO No. 3 

TIEMPO INVERTIDO EN LA LOCALIZACION 

DE LOS EMBRIONES 

METODOS MINUTOS 

Caja de Petrl 14 

Filtro Em Con )'r 15 

Pipeta VolLU11étrlca Modificada* 20 

Jeringa de Vidrio* 22 

Embudo de Separacl6n * 22 

Tubo de Centrtfuga * 23 

Tubo de Ensaye de 35 mi * 25 

Probeta Ciltndrlca* 30 

Probeta C6nica * 30 

Tubo de Ensaye de 120 mi * 35 

Incluye el tiempo de sedimentaclOn de los embriones en los 

métodos indirectos, mas el tiempo de la bOsqueda de éstos. 



Fuente de 

VariaciOn 

Entre los 

Grupos 

Dentro de 

1 os Grupos 

TOTAL 

+ 
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CUADRO No. 4 

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS PORCENTAJES 

DE RECUPERACION 

S1111a de Grados de Cuadrado 

• Cuadrados Libertad Medio 

4.010 9 0.446 .. 

0.599 40 0.015 

4.610 49 

RazOn de 

Varianza 

22.731"° 

Se encontrO una di fe rene la altamente si gn i f I catl va (P( O .01) 
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CUADRO No. 5 

PRUEBA DE TUKEY PARA LOS PORCENTAJES 

DE RECUPERACION 

METODOS DE COLECTA COMPARACION DIFERENCIA 

( 10-8 ) O .978-0 .970 0.008 
( 10-1 ) 0.978-0.712 0.266 
( 10-6 ) o .978-0. 104 0.274 
( 10-7 ) O .978-0 .576 o.402 
( 10-5 ) 0.978-0.500 0.478 
( 10-9 ) O .978-0 .376 0.602 
( 10-3 ) 0.978-0.260 0.718 
( 10-2 ) 0.978-0.208 o.no 
( 10-4 ) O .978-0 .152 0.826 
( 8-1 ) 0.970.0.712 0.258 
( 8-6 ) 0.970-0.704 0.266 
( 8-7 ) 0.970-0.576 0.394 
( 8-5 ) 0.970-0.500 0.470 
( 8-9 ) 0.970-0.376 0.594 
( 8-3 ) 0.970-0.260 0,710 
( 8-2 ) 0.970-0.208 0.762 
( 8-4 ) 0.970-0.152 0.818 
( 1-6 ) 0.712-0.704 0.003 
( 1-7 ) 0.712-0.576 0.136 
( 1-5 ) 0.112-0.500 0.212 
( 1-9 ) 0.712-0.376 0.336 
( 1-3 ) 0.712-0.260 0.456 
( 1-2 ) O. 712-0 .208 0.504 
( 1-4 ) 0.712-0.152 0.560 
( 6-7) 0.704-0.576 0.128 
( 6-5 ) 0.704-0.500 0.204 
( 6-9 ) 0.704-0.376 0.328 
( 6-3 ) 0.704-0.260 o.444 
( 6-2 ) 0.704-0.208 0.496 
( 6-4 ) O . 704-0 . 152 0.552 

MDH • 0.307 

X 
X 
X 
SI 
SI 
SI 
SI 
SI 
SI 
X 
X 
SI 
SI 
SI 

- SI 
SI 
SI 
X 
X 
X 
SI 
SI 
SI 
SI 
X 
X 
SI 
SI 
SI 
SI 
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CONTINUACION DEL CUADRO No. 5 

METODOS DE COLECTA COMPARACION DIFERENCIA MDH,. 0,307 

( 7-5 ) 0,576-0.500 0,076 X 
( 7-9 ) 0.576-0.376 0.200 X 
( 7-3) 0.576-0.260 0.316 SI 
( 7-2 ) 0.576-0.208 0.368 SI 
( 7-4) o .576-o .152 0.424 SI 

' ( 5-9 ) 0.500-0.376 o .124 X 
( 5-3) 0,500-0.260 0.240 X 
( 5-2 ) 0,500-0.208 0.292 X 
( 5-4) O ,500-0 .152 0.348 SI 
( 9-3) 0.376-0.260 0.116 X 
( 9-2 ) 0.376-0.208 0.168 X 
( 9-4 ) O .376-0 .152 0.224 X 
( 3-2) 0.260-0.208 0.052 X 
( 3-4) O .260-0 .152 0.108 X 
( 2-4) O .208-0 .152 0.056 X 

X• Estadfsticamente iguales. 

SI • Estadísticamente diferentes. 
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FIGURA 1. A 

FIGURA l. B 

FIGURAS l.A,B y C. 

Método quirúrgico para 

la obtención de embrio-

nes. • 

FIGURA 1. C 
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FIGURA 2. B 

Embriones en el esta­

dio de blastocisto u­

tilizados en el pre-­

sente trabajo. 
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FIGURA 2. A 

Medio de perfusión recién 

colectado en donde se ob­

servan embriones en dife­

rentes estadios de desa-­

i rrollo y detritos celula-

.¡ res • 

• 
. ' . 



FIGURA 3. A 
Solución salina fosfatada de 
Dulbecco (PBS), (LAB. GIBCO), 

FIGURA 3. C 
Tubo de centrifuga de 50 ml. 
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-FIGURA 3. >B 

Suero de ternera con el cual -
se suplementó la solución PBS 
(LAB. MICROLAB). 

FIGURA 3. O 
Tubos de ensaye de 5, 35 y 

120 ml. 
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FIGURA 4. A 

Embriones en estadio de blastocisto conte­

nidos en el filtro hecho con malla de planE_ 

ton. 

FIGURA 4. B 

Deformación del filtro comercial Em Con 

después de haber sido esterilizado enª.!! 

toclave. 
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FIGURA 5. A 

:aja de Petri grand~ (8.5 X 1.3cm). 

FIGIJRA 5. C 

C3ja d~ Petri chica (3.3 X 1.0cm). 

FIGURA 5. B 

Filtro comercial marca E~ Con. 

FIGURA 5. O 

Propipeta y pipetas graduadas 

de 1 y 10 ml. 
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FIGURA 6. A 

Microscopio de contraste de fast 
con cámara integrada (Olympus,Tokyo). 

FIGURA 6. C 
Probeta ciltndrica de 100 ml. 

FIGURA 6. B 

Microscopio invertido (0-
lympus, Tokyo). 

FIGURA 6. D 

Pipeta volumétrica modifi­
cada de 45 ml. 



FIGURA 7. A 
Probeta c6nica de 125 ml. 

FIGURA 7. C 

Jeringa de vidrio de 50 ml. 
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FIGURA 7. B 
Embudo de separaci6n de 500 ml. 

FIGURA 7. O 
Forma en que se colocaron al­

gunos de los métodos de preci­
pitaci6n, con la finalidad de 
permitir la sedimentación de -
los embriones. 
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Procedimiento de lavado y colecci6n de embriones, con una ampliaci6n 

del cuerno uterino para indicar la colocaci6n del catéter de Foley. 
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