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EVALUACION Y CLASIFICACION DE EMBRIONES KOV INOS EN LA TECNICA DE
TRANSPLANTE DE EMBRIONES,

Bertha Qdille Romo Belin.
ASESORES: Alejandro Parza Carretero.
Ricardo Navarro Fierro.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue clasificar de acuerdo al estado
de desarrollo, y evaluar por calidad morfolégica los embriones recolecta
dos para transferencia, y con base en estn, determinar cuales son mds -
viables. Se utilizarén 20 vacas raza Charolais, 15 Salers, 9 Criollo, -
4 Cebd y 2 Simental como donadoras y 300 vacas de diferente composicidén-
genbtica como receptoras. La 1recoleccifén se llevd a cabo mediante la -=-
técnica no quirdrgica. El implante del embrién se realizd por una inci-
siSnatravés del flanco correspondiente al ovario con cuerpo liteo.

Ios embriones obtenidos :e clasificaron en: 1) no fecundados =--
(LF'), 2) degenerados (), 3) embriones jévenes (EJ), 4) mbrulas (M), 5)-
bldstulas (B) y 6) blastocistos expandidos (BE)., Del 3o. al 6o, grupo =
se evaluaron como: a) normales (N), y b) en proceso de degeneracién -~ --
(EPD) .

Se realizaron 86 tratamientos de superovulacidn, obteniéndose -
108 NF, 13 D, 20 Ej, 48 M, 60 B, y 31 BE. De estos se transplantaron 11
EJ, evaluados como N, y 1 EPD; 3U0MN y 18 EPD; 30BL,N y O EPD.

Se detectaron receptoras gestantes por: 14 mbrulas normales -~
(46.66%) y 3 en proceso de degen.racidén (16.66%), 19 bldstulas normales-
(37.25%) y 1 en proceso de degeneracidn (100%) y 11 blastocistos expandi
dos normales (36.66%)., Kl anflisis ostadfstico ‘ndicéd una diferencia -=
signif icativa (P¢0,05) en el porcentaje de implantacidn de embr iones jé-
venes con respecto a mérulas, bldstulas y blastsistos expand idos.

la evaluacifn morfol6yica dentro de cada una de lawm clasifica--
ciones de mérulas, resultanda altemente significativa (P¢0,001). la es-
timaci6n de esta diferencia sefala que las mbrulas normales tienen pro--
babilidad de continuar 1a gestacidn 29,23% mayor qus los clagificados en
proceso de degeneracién,

En cuantc a la raza de la dopadora, las vacas Criollo y Simmen-
tal dieron una respuesta muy pobre al tratawiento de superovulacién, Se
observt gran diferencia en la tasa de prefiez yor raza entre las hembras
Charolais (31.,46%), Salers (43.50% y Cebd (9.0%), sin embargo la diferen-
cia entre razas no es significativa (PC0.1)



INTRODUCCION.

La gestacibn en las vacas dura un poco mds de 9 meses,
nacierdo una cria por vaca, en la mayoria de las veces. Esto-
por la caracteristica monotoca de la vaca, es decir de liberar-

un solo 6vulo al final de cada estro.

El bajo indice de concepcidn y el largo intervalo en--
tre generaciones ha limitado el aumento del nfimero de animales,
y con esto la produccifén de carne suf iciente para cubrir las ne
cesidades alimenticias del hombre. Al mismo tiempo se toman mu
chos aflos para recuperar las cabezas perdidas por epidemias u -
otras causas, lo cual ha hecho pmnsar en la necesidad de buscar
nuevos métodos que permitan aumentar la productividad y la efi-

ciencia del ganado.

Las nuevas técnicas reproductivas como la transferen--
cia de cnbriones y la induccifn de ovulaciones mGltiples por me
dios hormonales, parmiten el mejoramiento genftico del ganado ~
e perfodos mls cortos y el aumento en la produccién de leche -

y carne,

lLa transferencia de embriones es una de las técnicas -

m8s recientes en la reproduccidn animal, la cual puede ser de ~

1

gran ayuda para el criador y el productor de ganpado bhovino en

sus esfuerzos para mejorar la cantidad, calidad y eficiencia --



reproductiva y productiva del pie de cria.

Hasta hace poco tiempo, el mayor aprovechamiento de la
capacidad genética de los bovinos se limitaba unicamente al to-
rom por medio de la inseminac i6n artificial; sin embargo ahora,
con el método de transplante de embriones, se puede aprovechar-
m&s intensamente la capacidad reproductora de la vaca, pues si=-
en condiciones normales se obtiene una sola cria cada 12 6 14 -
mes2s por el método de transplante de embriones se pueden conse
guir hasta 40 crias en un afo, las cuales cumplen su gestacién-

en vacas nodrizas de inferior cal idad,

Los transplantes de embriones en bovinos estan reforzan
do en México los programas de mejoramiento genético que sealizan
los centros de inseminacién y reproduccién animal, lo que resul-
ta de gran jimportancia, sobre todo si tomamos en cuenta las gran
des diferencias que existen en la calidad de¢ nuestros ganados, -
ya que mds de la mitad de la poblaci6n bovina corresponde a gana

do criollo de baja productividad,

El procedimiento incrementa la yeproduccisdn de la hem--
bra, no solo en cuanto a un mayor ndmero de crfas, sino que tam-
bién permite alargar la vida productiva de las vacar que son in-
capaces de mantener una gestacién, pero que sf oyulan, como en -
los casos de fibrosis de matriz o de cuello uterino, fracturas, edad,

0 que tienen problemas de produccifn, como son perdidas de cuar-



tos debido a mastitis o gangrena, pero que su calidad genética -

justifica su reproduccibn.

La transferencia de embriones, como la in:zeminacifn arti
ficial, puede producir grandes beneficios para los criadores de -
razas puras y adn para el productor de carne, pero también puede-
ser desastrosa cuando los principios bisicos y la tecnologia no -
son bien conocidos. Dadas las caracterfticas de esta técnica de-
beria reservarse solamente a las reproductoras de muy alta cali--
dad. SegGn Evans (1980), en un rebano solo debe usarse del 2 al-

5% de las vacas.

HISTORIA

Aungue es un método de reciente difusién, existen datos
sobre el empleo de esta técnica que datan de 1890, en el que Wal-
ter Heape de la Universidad de Cambridje Inqlaterra realizé con --

6xito el transgplante de embriones de conejos,

Por otro lado Warwick y Berry (1949) y Casida y Meyer --
(1944), tuvieron resultados satisfactorios al realizar transplan-

tes en ovinos,

Avaery Rowson (1951) cuantificd el nfimero de ovocitos pri
marios en terneras de 9 meses, determinando un rango de 715 000 a-

25,000y al comparar ecsta cantidad con el total de gestaciones ob-



tenidas en la vida productiva de una hcmbra bovina (alrededor de
2.5 a 3 en México y 6.5 en los USA), descubrib que existia un- -
gran desperdicio de capacidad reproductora, y de este modo consi
der6 la posibilidad de usar la técnica de transplante de embrio

nes en bovinos.

En aquel entonces la inseminacibn artificial se comenza
ba a difundir rdpidamente en todo el mundo cumo un medic barato-
y efectivo, para lograr el mejoramiento genético en el ganado le
chero, por lo que el método de transplante de embriones fue vis-

to como una posibilidad que elgun dfa podria ser realidad.

Hammond (1950), menciona que habrfa de ponerse mucha --
atencidn a los transplantes de embriones por la posible aplica--
ci6bn pr3ctica que pudieran tener en la ganaderfa. Para 1951, al
gunos corderos y uno o dos becerros hablan nacido por esta técni
ca, ya mis estudiada por investigadores ingleses, pero los por--
centajes de fertilidad er las vacas receptoras era adn bajos., -
Como resultado de estos trabajos se concluyd que los embrionecs -
de bovino, ovino y porcino no podia ser manipulados en la misamna

forma que los de conejo,

los trabajos realizados por Rowson y Lawson (1951, 1969,
1975%), han sido los mfis valiosos para el perfeccionamiento de la
técnica en los ultimos afos. Este qrupo de investigadores, des-
pués de varior estudios han logrado porcentajes de fertilidad --

aceptables,



Betteridge (1973), recopilé informacién de varios autores
concluyendo que los resultados obtenidos eran satisfactorios y su-

ficientes para poder realizar la técnica con bases comerciales.
ANTECEDENTES SOBRE CLASIFICACION DE EMBRIONES

El transplante de embrién bovino ha tenido avances muy im
portantes en los ultimos anos; conforme esta técnica se ha difundi
do, se han mejorado los conocimientos sobre el desarrollo del em~-

bridn y las formas en que debe ser manipulado.

Boland (1978), Elsden (1978), Greve (1979) y Renard (1979)
han realizado trabajos sobre la morfologia de los lh:lastocistos bo-
vinos; las clasificaciones presentadas por estos autores estan ba-
sadas en el grado de desarvollo de los embriones en un dia determi
nado después de la presentacién del calor y la inseminacién arti--
ficial, determinados estos mediante la morfologia de la masa celu-
lar (blastocisto propio). Boland y Gordon (1978), realizaron una-
verificacifn de las diferencias existentes en la apariencia morfo-

16gica de embricnes, las cuales fueron hechas por:

a) Diferencias en el desarrollo sucesivo después de la incubacidn
en el oviducto de coneja,

b) Por las diferencias en el porcentaje de gestacién de vacas re-
ceptoras despuls de la trangferencia,

¢) Por el desarrollo sucesivo in vitro de las diversas etapas del

Fmbrién.



Linares y King (1980} hicieron un estudis morfoldgico
de blastocistos colectados en vaquillas con ovulaci6n simple,
7 dias después del estro e insemina i6n artificial, evaluados
con la ayuda del microscopio de contraste de fase. De este -
estudio se llegb a una clasificacién de embriones normales -=-
(EN), embriones en proceso de dereneracidin (EPD), y embriones
degenerados (ED)., Los autores vierdén que no habfa diferencia
en los difmetros de la zona peldcida de los tres grupos de =--
blastocistos pero si habia variaci6n en los difmetro- de la -
masa celular de los cmbriones que estaban en proceso de dege~

neraci6n y en los degenerados.

Esta diferencia fue altamente significativa P¢0,.005). =
El nfimero de células fue mayor en los embriones normales que en -
los anormales (199 contra 58), Esta diferencia también fue alta-

mente significativa, (P<€0.005).

En otro trabajo realizado por Linares, King y ploen - --
(1980), se observd el desarrollo precoz de embriones en vaquillas
repetidoras, Eksto se has® en la apariencia morfoléqgica y nimero-
de ¢élulas de los embriones en comparacién a los recolectados de-
vaquillas primerizas, que fueron usadas como controles, Encontra
ron que la incidencia de embriones anormales fue mayor en las re-
petidoras que en las primerizas, y que las anormalidades se pre--

sentaban principalmente en la organizacién celular,



Otra descripci6n del desarrollo temprano del 6vulo de va

ca, desde la etapa preovulatoria hasta la formaci6n de blastocis
\

to, fue dada por Hamilton (1946). En este trabajo las donadoras
fueron sacrificadas a diferentes intervalos entre 22 y 196 horas
después de finalizado el estro. También observaron el cfecto --
que tenia el suero fetal de becerro, y la albumina de suero bovi
no en el desarrollo in vitro de embriones bovinos clasificados -

como normales, durante un periodo de cultivo de 130 a 160 horas.

Wright (1980) analizd los resultados de 2286 transferen-
cias de embriones por el método no quirdrgico con el fin de rela
cionar los factores que pueden afectar la preficz entre embrién y
receptora. Los embriones obtenidos fueron clasificados seqn ~-
los diferentes grados de desarrollo en: mérula, mérula avanzada
blastocisto temprano y blastocisto tardfo. A los embriomes - -~
transferidos se les diferencio, dentro de los grupos de edad, ca

lidad morfolfgica eni

Grado 1 embrionhes considerados normales,
Grado 2 embriones con confilguracién anormal, por pequenas inper
fecciones,

Grado 3 ecmbriones en deyeneracibn pero todabia con c@lulas nor-

males,

Encontrando que la calidad morfolégica esta relacionada-

con el porcentaje de gestaciones logradas en cada grupo, lo que-



coincide con Shea (1981),
DESARROLLO EMBRIONARIO

La segmentacitn produce en el 6vulo fecundado una serie -
de divisiones celulares que se suceden en una ripida serie, La
forma en que ocurren las llamadas divisiones de segmentaci6n va-
ria en las distintas especies animales en correlacién con la can
tidad de vitelo almacenada en el &vulo con material alimenticio-

para su crecimiento,

El desarrollo embrionario en los mamiferos ha sido descri
to en detalle por Patten (197¢), El huso mit6tico lJo la primera
divisi6én de la segmentacién, se forma en angulo recto con un eje
imaginario que atravieza el 6vulo (desde el polo animal hasta el
vegetativo)., El plano de separacifn entre los blastémeros resul
tantes (como se llama a las celulas hijas) se halla en el ecua--
dor del huso y en consecuencia coincide con el eje imaginario del
6vulo, establecido por el punto en que los glébulon polares fue--

&
ron liberados: (fiq, 1, B y C)

Los husos mit6ticus para las segundas divisiones de segmen

tacifn, se forman en los dos primeros blastémeros poco despuds -~

de su constitucién,



S ———
D E
FIG. 1.~ Diagramas esquemdticos que muestran la secuencia
general de los acontecimientos en la segmentacién de un --

huevo gque tiene solamente una pequefia cantidad de vitelo -
en su citoplasma. (SeqgGn WILLIAM PATTEN)

Uno de los blastfmeros generalmente se divide un poco -
antes que su companera, asi que hay una etapa transitoria trice-
lular antes de que se llegue a la caracteristica etapa tetracelu
lar (Fig. 1, C). Se suceden nuevas divisiones ordenadas pero con
una orientacién menos precisa. Es tan r8pida la sucesifén, que el
intervalo de orecimiento que presenta entre las mitosis, disminu-
ye, En consecuencia, al principio no hay crecmineto alguno en el
conjunto de la masa celular y los blastfmeros individuales se ha-
cen cada vez més pequefios despubs de cada divisién (Fig, A-F), -~
Puesto que la zona pelfcida persiste intacta durante el periédo-
de segmentacifn, los blastémeros se ven obligados a disponerse -~-

dentro de la cavidad esferoidal.
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Una vez que se han producido varias divisiones, los blas
témeros resultantes aparecen como una pelota sblida formada por-
células que semejan a una mora. Cuando el embri6n se halla en -
esta situacibén se dice que estaen periodo de mérula, es decir pe

quefia mora. Fig. 1,E)

Una vez que se ha formado la mbrula, ya no se aplica de-
ordinario el té&rmino segmentaci6n a las divisiones celulares que
se producen, Durante la divisién celular se pasa a cada hija --
una porci6n igual de cromatina que constituye la herencia recibi

da de los padres por el 6vulo fecundado. (Fig. 1,C-E.)

Cuando los blastémeros de una mb6rula comienzan a organi-
zarse y distribuirse alrededor de una cavidad centrol, decimos~
que la mdrula se esta convirtiendo en una blistula, o que el em-
bri6n esta entrando en el perfodo de vesfcula blastodérmica. Du
rante esta fase de desarrollo el embrién aumenta r8pidamente su-~

tamano.

La cavidad central recién formada recibe el nombre de -~
blastocele, El espacio del vitelo se mantiene al mismo tiempo -
que aumenta de tamano, a medida que dentro del mismo se acumula-
mAs y més fluido, expandiendo por c¢llo la capa exterior del blas
tocisto, Con esto se forma una voluminosa membrana que mis tar-
de se convierte en un medio para extraer alimento de la circula-

cifn aterina de la madre para el embrién carente de vitelo, --
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Por esta razdn la capa celular que constituye la pared -
exterior del blastocisto se 1llama trofoblasto o trofoectodermo;

a esta etapa de expansién celular se le llama blastocisto expan-

dido.

En uno de los polos de vesicula blastodérmica dilatada se
agrupa un conjunto de células. Este grupo, a falta de un término
mejor, ha sido llamado macizo celular interno., De una manera ge-
neral, puede decirse que el macizo celular interno esta destinado
principalmente a la formacién del cuerpo embrionario, en tanto =-=-
que la pared delgada exterior de la vesicula blastodérmica contri
buye no a la formacién del embrién, sino a la formacibn de las =-=-
membranas protectoras tr6ficas que se desarrollan en la pared fe-

tal de la placenta.
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Por esta razén la capa celular que constituye la pared -
exterior del blastocisto se llama trofoblasto o trofoectodermo;
a esta etapa de expansidén celular se le llama blastocisto expan-

dido.

En uno de los polos de vesfcula blastodérmica dilatada se
agrupa un conjunto de células. Este grupo, a falta de un término
mejor, ha sido llamado macizo celular interno, De una manera ge-
neral, puede decirse que el macizo celular Interno esta destinado
principalmente a la formacién del cuerpo embrionario, en tanto -=-
que la pared delgada exterior de la vesfcula blastodérmica contri
buye no a la formacién del embri6n, sino a la formacién de lasg ~=
membranas protectoras tr6ficas que se desarrollan en la pared fe-

tal de la placenta.
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Existen varios factores que pucden afectar el porcentaje-

de preiez dentro de la transferencia de embriones Figura 2)

Uno de los mds importantes es la capacidad del embribén --

para poder continuar la gestacibén.

FIGURA 2: FACTORES QUE AFECTAN LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

ETAPA DEL CICLO Y
EDAD DEL EMBRION EN
LA TRANSYERENC TA

SINCRONIZACION ENTRE LA - LUGAR DE TRANSPERENCIA
VACA X(MNXORA Y 1A FECEPIORA EN EL CUERNO UTERINO

'

. | INPLANINCION | HLDIO DE RECOLECCION
USADO, INCUBACION Y
TRANSFERENCIA,

FACILIDAD PARA REALI-
ZAR EL IMIFLANTE

ALIMENTACTON, U IDADO
10 DE BP0~

TpHANEIO DE LA REGEFID ESTADO MORFOLOGICO Y

ERAD DEL EMBRION DU -

RANTE LA ‘TRANSFRENCIA .

RSTARO PI5TOLOGICO Y
MORPOLOGICO DI LA VA
CA RECEPTORA,
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OBRJETIVO

El objeto de este trabajo fue clasificar y evaluar los--
embriones de bovinos recolectados 7 dias despué€s del estro e in-
seminacién artificial (I.A.) de vacas donadoras, para determinar
cual. de esios son los més vicbles al ser transplantados a vacas-

nodrizas,
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MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se desarrolld en la Clinica de trang
plante de embriones del Instituto nacional de inseminacifn Arti--
ficial y Reprnducci6én Animal (I.N.I.A.R.A.), ubicado en Ajuchni--
tldsn, Qro.

Se utilizarén 20 vacas raza Charolais, 15 Ssalers, 9 Crio
llo, 4 Cebd 2 Simmental, dando un total de 50 animales; las cua--
les para ser empleadas «¢cmo donadoras, fueron seleccionadas como-

base en lo sugerido por Evans (1980):

1.- Hembras con caracteristicas sobresalientes en su raza.

2.~ Con un tracto reproductor normal, es decir sin afecciones =~
congénita ni problemas alquiridos.

3.~ (Que los ovarios tuvieran ciclos normales.

4.~ Libres de enfermedades sistémicas, como brucelosis y tubercu
losis,

5.~ Que no estuvieran en lactacidn,

6.~ De 3 a 8 afos de edad,

7.~ Que ya hubileran tenido por lo menos un parto,

También sc selecciond un lote de 300 vacas de diferente-
composic i6n génet {ca como receptoras, de acuerdo a lo suger ido =~
por Evans (1980), las cuales cumpl ierdn con los sigquientes requi-

sitos.
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1.- &animales j6venes de entre 16 y 24 meses de edad.
2,~- Libres de enfermedades sistémicas,

3.- Con un tracto reproductor sano.

4.~ Con ovarios ciclando normalemente.

5.~ Con un peso dec 270 kg. como mfnimo.

Ya seleccionados los animales sc procedi6 a detectar dos
calores de ciclo regular en todos ellos, para determinar la sin-
cronizacibn de las receptoras y, con base en esto, aplicar el tra
tamiento de superovulaci6n. Las hembras empleadas en el trabajo,
tanto donadoras como receptoras, recibierfn el mismo tipo de ali~-

mentacién.,
SUPEROVULACION.

La superovulacién fué inducids instintivamente por cual--

quiera de 'los dos procramas siguientess

1.- Una dosis de gonadotropina sérica

dfa 10 del ciclo estralem=pdosis dnica de gonadotropina séri
ca (PMSG) memep2000 U, 1,

dfa 12 del ciclo estral-I-)PGFZ (cloprostencl) weede750~1000 mg,
dfa 14-195 del ciclo estralsmecalor e inseminacién arti{ficial.

11.~ Homona folfculo estimulante (F8H) en dosis decrecientes,
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dfa 10 del Ciclo eSLral 5.0 mg.

dta 10 1/2 " " " 5.0 mg.

dfa 11 del ciclo estral ewsmep-4 .0 mg.

dfa 11 1/2 " " " --!-—>4.o mg.

dfa 12 del ciclo estral —i—bii.o mg. md&s Pr2« (cloprostenol)
" wm—-750-1000 mg.

dfa 12 1/2 " " " ee—tmeead-3 0 mg.

{

dia 13 del ciclo estralwesmmemd- 2.0 mg.

dfa 13 1/2 " noow +2.o mg.

dfa 14-15 del ciclo cstraleesp presencia de calor ¢ I.A.
Las inyecciones fueron dadas a intervalos de 12 horas,

En ambos casos se administré prostaglandinas 2 alfa 48
horas despues de iniciado el tratamiento, con el propdsito de in
ducir la lisis del cuepo ldteo y apresurar la presencia del ese-

tro,
SINCRONIZACION,

Se contd con un lote de 300 vacas receptoras, exlatien«
do una relacidn de 10 receptoras que entraban en calor por si so
las, por cada donadora, de manera guc ne fue necesario sincroni-
zar a las vacas nodrizas, para conocer la correspondencia del ca
lor en la donadora con el de lasg receptoras se hizd deteccidn de

calores las 24 horas, anotdndose el dfa en que cada vaca habfa -
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presentado estro y si se habfa detectado antes o después de med io
dfa. Se utilizardn receptoras que habfan entrado en calor entre-

2 dfas antes y 1 1/2 dlas despuds, contados a partir del dfa que-

presentd calor la donadora.
INSEMINACION ARTIFICIAL

Cuando la vaca donadora entraba en calor era palpada rec
talmente para saber cuantos folfculos de Graff se habfan formado-
en los ovarios como respuesta al tratamiento de superovulacién. =
Si la vaca demostraba un satisfactorio estimulo hormonal, es de--
cir que tenfa un buen ndmero de Folfculos de Graff era inseminada
en tres ccasiones, usando dos ampolletas de seﬁen cada vez; la ~-=-
primera administracidén al detectar el calor, y la siguiente a in-

tervalos de 12 horas,
RECOLECCION DE EMBRIONES

Esta se llevé a cabo por el método no quirfrgico. La va
ca donadora se coloca en una rampa en donde los miembros delante-
ros ge apoyan en un escalén, dando asf una inclinacién antero pos
terior a la vaca, lo que facilita la recuperacidén del flufdo de -
lavado por gravedad., El proceso se realizé aplicando a la vaca ~
anestesla epidural con xilocaina al 2%, y utilizando después un -
cateter de Foley, el cual consta de dos canales y una vejiga in-=

flable que se localiza en la punta del cateter, Este se introdu-
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jo a través del cervix y se fijé inflando la vejiga con una jerin-
ga, el propésito de esto es sellar el cervix y poder introducir -
y recuperar el liquido facilmente, Por el otro conducto de la ~--
sonda se introducen de 30-90 ml. del medio de recuperacién, que -
con ayuda de un masaje uterino y por gravedad, es recolectado en~
recipientes estériles de cristal. Este procedimiento se repite de

5 a 8 veces,

El medio de recuperacién se compone de:

- Solucion salina fosfatada buferada (PBS) ===- 100 ml.
- Antibidtico - antimicético ~==-- 10 ml.

-~ Suero fetal bovino (FCS) inactivado por calor ===~ 10 ml,

Una vez terminado la recoleccifn, se observé el flufdo en
el estereomicroscopio con el fin de encontrar los embriones. Ya =
localizados se colocaron individualmente en una caja de Petri, ==
Posteriormente se examinaron con mayor detalle al microscopio de =~
contraste de fase para determinqr su edad, observar su morfologfa=-
y encontrar en que etapa de desarrollo embrionario estaban., A ca-
da embridn se le tomé una fotograffa a través del microscopio para
llevar registros de los embriones obtenidos y de sus caracterfsti-

cas,

La evaluacién y clasificacién se hizd con los siguientes-

criterios (Figura 1)
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1.- NO FERTILIZADOS.

Incluyeron todos aquellos Svulos que no fueron fecunda-
dos, los cuales son facilmente distinguibles, pues en ellos no -
hay segmentaciones o blast6meros definidos, se observa una 5ola-
célula bien definida la cual es plana y con la periferia lisa; -

se puede llegar a ver 6vulos sin fecundar en proceso de degenera

cidn, la cual sera de tipo granulosa difusa.

II.- EMBRIONES DEGENERADOS,

En este grupo fueron incluidos aquellos embriones que -
presentaban la zona peldcida rota o aquellos con signos claros de
degeneracién, es decir zonas claras y obscuras en la masa celulag,
y embriones que presentaban blastdmeros desprendidos o con un - =~
buen ndmero de blastémeros en degeneracifn tipo granulosa, con ==

apariencia difusa,
I11.~ EMBRIONES JOVENES,

a) Normales.- 8on todos aquellos embriones menores de 4 dfas de
edad y que Be encuentran en etapas tempranas de desarrollo, -~
esto es, embriones de 2 a 16 células pero que su morfologfa -
es aparentemente normal,

b) En proceso de degeneracidn,- Embriones en los que no se hace
claro diferenciar cada blistfmero y que mucstran degeneracién

difusa en uno o m&s blastémeros,
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IV.,- MORULAS

a)

b)

a)

b)

Normales.- En este grupo fueron incluidos todos aquellos em
briones con una edad de 5 a 6 dias y que mostraban una clara
diferenciacién y uniformidad en los blastémeros, es decir, -
que la unidn de todos los blastdmeros dan la apariencia de -
una pelota sélida, con una zona peldcida sin signos de ruptu
ra o de degeneracidn, conteniendo en el espacio perivitelino
uno o dos cuerpcs polares pero no otro tipo de detritus celu
lares.,

En proceso de degeneracidén,.,~ Mérulas irregulares con blasté-
meros de diferentes tamanos, o con una zona peldcida con sig
nos de empezar a degenerarse, con blastdmeros mds obscuros =~

que otros y con cierta degeneracidn granulosa.

BLASTULAS ,

Normales.~ Todos aquellos embriones de 7 dfas de edad que =
tenidn una diferenciacién en las celulas trofobl&sticas de =
la masa celular interna bléstulas las cualcs presentaban una
cavidad clara (blastocele) en un extremo de la masa celular
interna, y donde no hubiera células trofoblasticas desprendi
das en el espacio perivitelino,

En proceso de deqenerac{dn.~ Bldstulas que no presentaban
una clara diferenciacidn de las células trofobldsticas de la

masa celular interna (blastocisto propio) y el blastocele,
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a)

b)
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También aquellos embriones en los que la superficie del blas
tocisto propio presentaba irreqularidades, y donde la mayox-
parte de las células periféricas no muestran relacién topo--
grdfica., Pot dltimo, se tomaron aquellos que contenfan de--

tritus celulares en el espacio perivitelino.
BLASTOCISTOS EXPANDIDOS,

Normales,- Todos aquellos embriones de 8 dias de edad en loso
que hubiera un blastocele expandido apreciable con una apro--
piada agrupacidn célular, y donde la superficie del blastocis
to propio fuese homogéneo. Pueden llegarse a ver blastocig--
tos expandidos contraidos dando la apariencia de ser una méru
la, esto indica que la zona peldcida esta a punto de romperse
y dejar en libertad al blastocisto propio.

En proceso de degeneracién,- Blastocistos en los cuales el -
blastocele no esta bien diferenclado, y donde no hay una apro
piada agrupacién celular o que la superficie del blastocisto-

propio no sea lisa.,

TRANSFERENCIA DE EMBRIONES,

Una vez clasificados los embriones se realizd la trapnsfe

rencia a la vaca receptora, para lo cual esta fue palpada rectal-

mente con el objeto de implantar el embridn en el cuerno uterino-

correspondiente al ovario que presentaba el cuerpo 1dteo. El im-~

plante se realizd por ¢l método quirdrgico con ancstesla epidural
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y local, se incidio el flanco y se expuso el cuerno uterino. En
el primer tercio de este se realiz6 una puncifn con un microesti
lete para introducir la micropipeta con el embrién en 0.2 ml. de

medio de transplante y depositarlo en la luz del cuerno.

El diagnéstico de gestacién se realizé a los 45 dfas, -

confirmd&ndolo a los 60,
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FIG. 3 CARACTERISTICAS PARA LA EVAIUACI(N Y CIASIFICACION DE pMERIDNCS BOVINOS
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RESULTADOS Y DISCUCION

Los embriones colectados 7 dfas después de la insemi~
naci6n artificial, pueden estar en diferentes etapas de desa--
rrollo embrionario, el cuadro 1 muestra que la mayorfa de los-
embriones recuperados al 7o0. dfa se encontraban en estado de -

n6érula, bl4stula o blastocisto expandido.

Dado el ndmero de embriones obtenidos en las diferen-
tes cateqgorfas, solo fue posible probar la eficiencia de la -~
evaluacién usada en el caso de las m6rulas. Para ello se rea-
1liz6 una prueba estad{stica exacta de Fisher, de la que resul-
t6 que los embriones en etapa de m6rula, clasificadas como nor
males, tienen mis oportunidad de implantarse, que los conside-
rados en proceso de degeneraci6n, La diferencia fue altamente
significativa (P£ 0.001). La estimacién de dicha diferencia =~
mediante la Delta de Somers, es de 0,2993, lo que nos indica -
que las mlrulas clasificadas como normales tienen una probabi-~
lidad de continuar la gestacién 29.23% mayor que aquellas cla-

sificadas en proceso de degeneracién.

Se encontro que de las mOrulas clagificadas como nor-
males el 46,66% se implantaron, sequidas por las blfstulas ~ -

(37.25%) y los blastocistos expandidos (36.66%),
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CUADRO 1

CLASIFICACION Y EVALUACION DE LOS EMBRIONES
RECOLECTADOS EN LOS B6 TRATAMIENTOS DE SUPERQVULACION.

Clagificaci6én Evalua Obtenidos Transplan Gestacio Implan
¢ién tados nes tacién
(%)
No fecundados - 108 0 - -
Degenerados - 13 0 - -
E. J8venes N 19 11 0 -
(Menores de
4 dfas de -
edad) EPD 1 1 0 -
M6rulas N 30 30 14 46.66
(5-6 dias
de edad) EPD 18 18 3 16.66
Blastulas N 55 51 19 37.25
{7 dfas de
edad) EPD 5 1 1 100
Blastocistos N 31 30 11 36.66
expandidos
(8 dfas de ~
edad) EPD 0 - -
Total para N 135 122 44 36.06
edades EPD 24 20 4 20,00
TOTAL 280 142 48 331.80

N = Normales

EPD = En proceso de

degeneracién,
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Esto concuerda con los reportes publicados por Boland,
y col. (1978), Elsden y col. (1978), quienes indican cue los -
mejores resultados fueron obtenidos con embriones clasificados

como normales exceptuando el estado morfolbégico de desarrollo.

Linares y King (1980) observaron que de 5 embriones -
colectados de vaquillas repetidoras por medio de ovulacidén sim
ple, uno fue normal (20%), contra 4 anormales (80%), mientras-
que en las vaquillas virgenes la relacién fue de 4 normales --
(57%) , contra 3 anormales (43%), y que de 44 huevos recolecta-
dos de vaquillas repetidoras superovuladas, 22 fueron clasifi-
cados como normales, 12 en proceso de degencracién, 7 dcgencra

dos y 3 infertilizados.

De los 10 huevos provenientes de las vaguillas virge-
nes, 9 eran normales y uno degenerado. Con esto llegamos a --
concluir que las mayores variaciones en el desarrollo embriona
rio ocurrieron en las vaquillas repetidoras en comparacidn con

las vaquillas virgenes,

Wright (1980) hace un estudio, en donde relaciona los
factores que pueden afectar los porcentajes de prefiez entre em
brién y receptora, Para ello clasifico los cembriones en 4 gqru

poss

Mérula temprana, wmérula avanzada, blastocisto temprano

y blastocisto tardfo.
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A la vez a estos los dividio en 3 grados de calidad -

morfol6gica:

Grado 1l.- Embriones normales,
Grado 2.~ Embriones con configuraci6én anormal

Grado 3.~ Embriones degenerados.

Encontré que los mejores porcentajes de prenez fueron
para blastocistos tempranos (65%) y blastocistos tardfos (64%),
y m&8 bajos para las mdrulas tempranas (44%) y m6rulas tardfas
(55%). En lo referente a calidad morfolégica son mejores los-
resultados para embriones de grado 1 que los embriones de cali

dad 2 6 3,

El cuadro 2 muestra la distribucién de los embriones-
trasplantados, de acuerdo a la raza de donadoras, relacionados
al ndmero de gestaciones logradas. El ndmero mayor de embrio-
nes obtenidos en una superovulacidn fue de 20, correspondiendo
a una vaca Charolais, De la raza Simmental no se logré colec~
tar ningun embrifn. Se observan grandes diferencias en la ta-
sa de (implantacidn) por raza (cuadro 3); sin embargo al com=--
probar disimilitud entre Cebd, Salers y Charolais, mediante --
una prueba de Kruskall-Wallis, el resultado no es significati-
vo {(P£ 0.1). Lo que puede deberse al bajo n@mero de observa--

ciones, principalmente en el caso de la raza Cebd,
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CUADRO 2

NUMERO DE EMBRIONES Y GESTACIONES OBTENIDOS
DE ACUERDO A: RAZA, TIPO Y CALIDAD.

Ndmero de NGmero de Clasifi  Embriones  Gestaciones
Raza vacas tratamien casi6n transplan
tos tados
N EPD N EPD
Emb.
Jévenes 3 0 0 -
M6rulas 15 3 5 0
Charolais 20 39
Blast., 37 1 11 1
Blast,
Exp. 30 0 11 -
Emb.,
Jévenes 3 -
Mérulas 15 10 K]
Salers 15 26
Blast., 11 0 6 -
Blast.
Exp. 0 _ 0 - -
Emb, T
Jévoenes 0 0 -
Criollo 9 12 Mérulas 0
BlﬂBtv ‘ 2 0 2
Blast.
Exp. 0 0 - -
7 T Fimb, - B
J@venes 5 1 0 0
Cebd 4 Mérulas 1 3 1
Blast. 1 0 0 1
Blast.
Exp, 0 0 - -
Emby, T
Jévenes 0
Simmental 2 MfArula
Blast.
Blast,
Exp. 0 0
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CUADRO ©
PORCENTAJE DE ANIDACION  POR RAZA DE LA DONADORA

Toral Embriones Total de Implantacién

Raza transpantados. - gestaciones ( %)
Charolais 89 28 31.46
Salers 39 17 43.58
Criollo 3 2 75.00
Cebd 11 1 9.09
Simmental 0 - -

TOTALES 142 48 39.78

El promedio de embriones obtenidos por cada tratamien
to de superovulacitn fue de 3,25; para los embriones transplan
tados por tratamiento el promedio fue de 1,65. Se logré una =

media de 0,5581 gestaciones por cada superovulaci6n realizada,

Al someter los datos a una prueba Kruskall- Wallis,
las diferencias observadas en cuanto a porcentaje de anida ~--
cién por grupos de edad, sin considerar calidad morfolégica -
{cuadro 4,) fueron significativoes (P£ 0.05). Conforme a lo en-
contrado por Wright (1980), se esperaba que los embriones j6ve
neg, dado su escaso desarrollo, tuvieron una menor tasa de ~ -

implantacifn , por lo que se realizé una prueba similar a la-
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CUADRO 4
NUMERO DE EMBRIONES TRANSPLANTADOS Y GESTACIONES LOGRADAS DE ACUERDO A

Clasific. -2 dfas -1 1/2 dias - 1 dfa ~-1/2 dfa 0 dfas +1/2 dfa+1 dfa +1 1/2 dfas TOTAL
Embriones T 0 0 0 0 6 1 12
J6venes G - - - - 0 0 0

% - - - - 0 0

T 0 2 0 5 18 14 B 1 48
M6rulas G - 0 - 1 8 4 4 0 17

) - 0 - 20.00 44.44 28.57 50.00 0 35.41

T 0 4 18 23 5 1 - 52
Blastulas G - 2 9 6 2 1 - 20

% - 50.00 50,00 26,08 40.00 100 - 38.46

T 3 7 2 ] 9 5 0 0 30
Blastocis
tos expan G 2 3 1 3 2 - - 11
didos ] 66,66 42.8% 50,00 33.33 40.00 36,66

T 3 10 6 27 53 30 9 3 142
TOTAL G 2 3 3 10 17 8 5 0 48

% 66.66 30,00 50.00 37,03 32,07 26,66 55,55 0 33.80

T Transplantados
G Gestaclones

0 dfas indica que entraron en calor simultaneamente donadora y receptora

Btano (-, indfca of ngmere 4o df

as
as

ue la nodriza entro en calor antes que la receptora
ue la nodriza entro en calor despues que la receptora.
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antericor, eliminando los datos relativos a los embriones j6ve-

nes, con lo que el resultado no fue significativo (P€0.9).

Esto demuestra que si bien las mbrulas, bldstulas y -
blastocistos expandidos tienen una diferencia importante en re
lacidén a los embriones j6venes el porcentaje de gestacidén es -
semejante entre los tres primeros grupos mencionados. Ninguno
de los e mbriones jévenes transplantado prosiguio su gestacién;
lo m4s probable es que haya sucedido alguna de estas tres cir-

cunstancias siguientes:

1) Que los embriones ya estaban muertos,
2) Que la ovulacién se retardara 3 6 4 dfas de cuando ce espe
raba.

J) Que el desarronllo embrionario estaba severamente retardado

“uando un embrifén empieza su divisién celular y no -
muestra signos de anormalidades, lo m8s probable es que prosi
ga su desarrollo a mbBrula, de ahi a blfstula y a blastocisto-
expandido. Pero si un embrifén muestra un atrazo o algo anor-
mal en su etapa joven, dificilmente llegard a etapas mds avan
zadas, de ahl que sea muy raro encontrar bl4stulas o blastocis
tos expandidos en proceso de degeneraciéin o degenerados, La -
mayorfa de los amwbriones que llegan a blastocisto expandido, -

son embriones que tuvieron un buen desarrollo desde - = ~ mem
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la fecundacién.* Las mérulas con evidencias de degeneracién -
dan como resultado un bajo porcentaje de prefiez, comparado con

los embriones de morfologfa normal.

Si se obtiene embriones de buena apariencia, sin de -
formacién, blastémeros desprendidos u otras malformaciones, el

porcentaje de gestacifn sera mayor.
En este estudio, el 33.8% de los embriones transplan-

tados prosiguié la gestacién, En el cuadro 5 se anotan los ~-

porcentajes de preiiez logrados por diferentes autores.

ganderson Leslie, comunicacifn personal (1982),
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CUADRO 5

PORCENTAJES DE PRENEZ DESPUES DE LA TRANSFERENCIA

Reportes Previos

Porcentaje de Prefiez

de embriones Gnicos.

Boland y col. (1975)

Sreanan (1975)
Boland (1976)
Boland y col. (1976)
Greve (1976)

Hahn y col., {1977)

Renard y col. (1977)

Boland y col. (1978)
Greve y Jensen (1978)
Newcomb y col, (1978)

Trouson y col, (1978)

Tomado de Greve, T, y Lehn-Yensen, U,

25

25 (bilateral)

17
12
32
35.3

56.6
38.4

33.3
33.0
35.0

46,0

(dfa 7-9)
{(dfa 10-11)
(dfa 12-13)

{unilateral)
{bilateral)

(1979).
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CONCLUSIONES

Las m6rulas normales tienen una probabilidad de prosequir -
su gestacién de 29.23% mayor que los clasificados como en -

proceso de degeneracién,

Los embriones jévenes tienen una tasa de implantacién muy -

reducida.

7l porcentaje de implantacién es muy similar entre mérulas, bl&s-

tulas y blastocistos expandidos.

Las vacas Criollas y Simmental resultaron bajas en la res -

puesta superovulatoria,

No se encontré diferencia estadfsticamente significativa en
la tasa de implantacién entre las ragzas Charolais, Salers y

Cebhd,
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