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INTRODUCCION

La traﬁsferencia de embriones es en la actualidad una de
las técnicas mas modernas y avanzadas en el campo de la
reproduccidén animal y su principal finalidad es aprovechar el
potencial genético de las hembras sobresalientes. Obteniendo

de ellas el maximo nimero de crias de alto valor genético.

Las nuevas técnicas de superovulacién, unidas a la inse
minacidén artificial vy a la transferencia de embriones, permi-
tiran en el futuro aumentar la produccidn de leche y carne y
mejorar la calidad del ganado. Ademas, estos adelantos podrian
ser aplicados a otras especies. En México ya se realiza con

éxito el transplante de embriones en bovinos.

Esta técnica presenta un interés cientifico y econdmico.
En el plano cientifico permite analizar mds Intimamente los
problemas fisioldgicos, biogquimicos, genéticos e inmunolégi-
cos de la reproduccidn; favorece el estudio del desarrollo
embrionario antes y después de la implantacidén de los embrio-—
nes, y las interacciones entre el medio y el genotipo. Su im-
portancia en el plano zootécnico no es menor va que debe con-
ducir a utilizar al maximo las hembras de alta calidad, asi
mismo como la inseminacidn artificial ya que permite explotar

y difundir el valor de los reproductores machos de alta cali-

dad genética (Derivaux, 1976).



LITERATURA REVISADA

Trasplante de embriones

Definicidn:

Es el acto de recuperar cigotos de uﬁa hembra de alta ca
lidad genética (donadora) y transferirlos al tracto reproduc-
tor de hembras genéticamente inferiores (receptoras) para su

gestacidén y subsecuente nacimiento (Carmichael, 1977)}.

Ventajas:

Entre las mas importantes podemos mencionar las siguien-
tes:
1) Aumentar su descendencia mas alld de su capacidad na-
tural de reproduccion.
2) Incrementar los nacimientos de becerros por medio de

la induccidén al cuatec (Anderson, 1978 y Boland et al.

lg78).
3) Conservar embriones congelados (Bilton, 1977 y Willad

sen et al., 1g78).

4) Mejorar genéticamente en el aprovechamiento del poten
cial de produccidén de 6vulos de las hembras (Johan-

sson, 1972).

5) Transportar el material genético sin importar distan-

cias (Johansson, 1972).



6) Utilizar aquellas vacas que no estan en condiciones
de llevar a cabo una gestacidn y sin embargo, son de

buena calidad genética (Carmichael, 1977).

7) La Técnica no QuirGrgica permite colectar los embrip
nes en el rancho e implantarlos en las receptoras
sin la necesidad de la asepcia gue se reguiere en una

intervencidn quirldrgica (Johansson, 1972).

8) Contribuir al aumento de la poblacidén de razas nuevas

(Hafez, 1974).

Desventajas:

1) Al aplicar tratamientos de compuestos hormonales a
los animales, un 60% de estos presentan anestro (An-

drade, 1980).

2) Los tratamientos con gonadotropinas pueden afectar la

fertilidad.

3) Se necesita personal capacitado vy diestro para reali-

zar la practica.

Funcidn reproductiva de la vaca
La funcidn reproductiva de la vaca comienza con la puber
tad y en las hembras se define como la edad en la gue se ob-

serva el primer estro con ovulacidén. A ésta no se le debe con

siderar como madurez sexual.
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La edad y el peso a la pubertad son afectados por facto
res genéticos; esto se puede observar al comparar las espe-~

cies a las razas dentro de una especie.

Periodos del ciclo estrual

Los periodos del ciclo estrual son el pro-estro, el es-
tro, el metaestro y el diestro. Estos periocdos ocurren de ma
nera ciclica y secuencial, excepto por los periodos de anes-
tro (ausencia de ciclos) en animales estacionales como la
oveja y la vegua, asi como el anestro de la prefilez y del pe-

riodo post-parto en la mayoria de las especies.

Pro-estro:

El pro-estro empieza con la regresidn del cuerpo luteo
y la caida de los niveles de progesterona y se prolonga has-
ta el inicio del estro. La principal caracteristica que dis-
tingue al pro-estro es el rdpido crecimiento folicular. Los
efectos de los estrdgenos se pueden observar en la parte fi-

nal de este periodo en el sistema de conductos y en el com-

portamiento de acercamiento al estro.

Estro:

El estro se define como el periodo en gue la hembra es
receptiva al macho y aceptard la cdpula. En la vaca el estro

dura de 12 a 18 horas: al igual que en el ciclo estrual, se



observan variaciones considerables entre individuos. Las va-
cas también tienen periodos de estro mds cortos en climas ca
lientes (10-12 hrs) que las 18 hs promedio en los climas
frios. La ovulacidn estd asociada con el estro y ocurre de

10-15 hs después del estro en la vaca. El dia del estro es

el primer dia del ciclo estrual de la vaca.

Metaestro:

El periodo del metaestro empieza al finalizar el estro
y dura alrededor de 3 dias. En un periodo de formacién del
cuerpo luteo (ovulacidn con cuerpos lGteos miltiples}, sin
embargo, en las vacas la ovulacidn ocurre en este periodo y
también ocurre un fendmeno conocido como sangrado del meta-
estro, que aparece en el 90% de todos los metaestros de va-
guillas y en 45% de vacas maduras al finalizar el pro-estro
vy en el estro. Las grandes concentraciones de estrdgenos in
crementan la vascularidad del endometrio, y ésta se hace ma
xima aproximadamente un dia después del estro. Al disminuir
los niveles de estrdgenos puede haber ruptura de vasos san—

guineos capilares, lo gue causa una pequefia pérdida de san-

gre L]

Diestro:

El diestro se caracteriza como el periodo del ciclo



donde el cuerpo liteo es totalmente funcional. En la vaca enm
pieza el dia 5 del ciclo, cuando se puede detectar por prime
ra vez una gran concentracidén de progesterona en sangre y

termina con la regresidn del cuerpo iﬁteo el dia 16 6 17 del

ciclo. Se le conoce como periodo de preparacidn del itero pa

ra la prefiez {(Hendriks, 1978).

Ovulacidén y formacidn del cuerpo liteo

Al tiempo en que el foliculo ovarico aumenta de volumen,
debido principalmente al liquido que se forma en su interior,
éste ejerce presidn sobre la tinica albuginea, con la conse-
cuencia de abultamiento y reduccidn del grosor de la pared
ovarica de manera comparable a un absceso gue emerge de la
piel hasta reventar. En el caso del ovario salen proyectados
el liguido y el évulo que caen en el oviducto; esto completa
el proceso de ovulacidn, las células granulosos que tapizan
la cavidad folicular comienzan a multiplicarse bajo el influ
j0 de la LH (Hormona Luteinizante). De esta sucesidn resulta

que cada foliculo que se rompe queda reemplazado por un cuer

po lateo (Frandson, 1976).

Desde el punto de vista moderno, ésta teoria tiene una
significacidén relativa, ya que se sabe que la presidn intra-

fc licular antes de la ovulacidn disminuye esencialmente y




ademas se ha comprobado que el proceso de la ovulacidn impli

ca canbios preparativos hormonales, celulares, bioguimicos y

neuronmusculares.

La FSH (Hormona Folicule Estimulante) estimula las mi-
tosis de la granulosa induciendo la sensibilizacién de las
células para la LH (Hormona Luteinizante) por el aumento nu-

mérico de los LH receptores prepardandose de esta manera la

luteinizacion.

Por los estimulos gonadotrdpicos hay aumento de la irri
gacidn sanguinea, hay aumento y cambios de la secresidn de
esteroides los cuales provocan edema por la estimulacidn de
las coldgenas de la cavidad folicular. Por el crecimiento
del foliculo aumentan los niveles de PGF, & y PGE, (Prosta-
glandinas) que alcanzan los niveles maximos inmediatamente

antes de la ovulacidn, para esto el estigma yva se ha forma-

do.

las prostaglandinas activan los lisosomas que romperan
la cima folicular (estigma) y provocaran contracciones ova-
ricas y foliculares que daran como consecuencia final la rup

tura folicular y la expulsidén del ovocito.

En la vaca, pequefios rumiantes, equinos y perra, la ovu

lacidén es espontinea, lo que significa que se realiza sin co




pulacidn.

En la vaca el ovario derecho tiene mayor frecuencia ovu
latoria (™ 60%) que el izquierdo. probablemente sea por la
presencia del rumen cerca del ovario izguierdo que puede pa-
ralizar la funcidn del mismo por presidén directa o por provo

car insuficiencia circulatoria (Holy, 1983).

Técnicas de superovulacion
Un requerimiento de la transferencia de embriores es te

ner hermbras que nos abastezcan varios évulos fecundados gené

ticamente superiores (Hafez, 1974).

El interés del método de trasplante se basa en la explo
tacidén del potencial genético del animal donante; siendo el
objetivo fundamental el de incrementar el nimero de ovulacio

nes fértiles o normales por donadora (Derivaux, 1976; Foote,

1570) .

Numerosos trabajos, algunos de los cuales ya son anti~
guos, han demostrado que las hormonas Gonadotrdpicas son ca-

paces de provocar la liberacidén de un nimero mas o menos ele

vado de ovulos fertilizados.

Usualmente el primer paso para el tratamiento de super-

ovulacion es el tratar a las donadoras con Gonadotropina de




suero de yegua prefiada u hormonas estimulantes de los folicu
los, para inducir a la superovulacidn, aunque es posible la

recuperacidén de un sélo évulo.

El tratamiento superovulatoric es comenzando generalmen
te entre los 9 y 11 dias después del estro. Dos o tres dias

después de Prostaglandina PGF_& . Algo andalogc como el Clo-

2
prostenol es inyectado para gue lise (destruccidn de células

por accién de lisinas) el cuerpo liteoc (Seidel, 1980).

Varios estudios se han desarrollado con diferenteg téc-

nicas para la superovulacidn; entre estos tenemos los siguien

tes:

Bellow et al., mencionados por Foote y Onuma (1970) ob-
tuvieron buena respuesta superovulatoria cuando suministra-
ron 25 mg de FSH (Hormona Foliculo Estimulante) a vaquillas
gue fueron sincronizadas con Medroxiprogesterona, dandoles
2.5 mg de FSH dos veces al dia durante los dias 8-12 del ci~
clo, siendo el promedio de ovulaciones de 14.6 por animal

con 86% ovulos fértiles.

Sreenan y Diskin (1980) mencionarcn en uno de sus traba
jos d& induccién doble, superovulacidn para 12 vacas dando
FSH (Hormona Foliculo Estimulante) mds LH (Hormona Luteini-

zante) y PMSG (Gonadotropina de suero de yequa prefiada), la
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taza de ovulacidn promedio fue de 17.0 y 14.1 respectivamente

y el porcentaje de animales teniendo una taza de ovulacidn en

tre 6 y 20 fueron 84 y 60.

En otros experimentos realizados por Kudlac et al.,

(1981) dividieron a un grupo de vacas en tres tratamientos, el
primer grupo se le suminhistrd 2000 U.I. de suero de Gonadotro
pina; al segundo grupo con 2500 U.I. y al tercero con 3000
U.I. ademas con 500 mg de PGFZO((Dinoprost—trometamina) sin-
tética dadas 24, 48 y 60 horas después; obteniendo la mejor
respuesta del grupo # 3 dando 3000 U.I. de suero de Gonadotro
pina en 48 horas subsecuentes; respondiendo al tratamiento

el 9.7 del total de las vacas. y el numero de cuerpos liteos

por vaca en porciento fue de 9.6, siendo para los otros de

3.3 v 10.9%.

Testart (1979) menciona en sus trabajos que 55 vacas que
fueron superovuladas por medio de PMSG (Gonadotropina suero
de yegua prefiada) y PGFZOL(Dinoprost—trometamina}, recolectd
257 embriones de un total de 562 ovulaciones. 21 vacas fue-

ron sujetas a repetir la superovulacidén y la coleccidn de em-

briones.

Guerra (1979) en su trabajo realizado sobre trasplante

de embriones, encontrd resultados satisfactorios al suminis-
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trar complejos hormonales FSH (Hormona Foliculo Estimulante)
v LH (Hormona Luteinizante) en relacidn 5:1. El nimero de

cuerpos lOteos encontrados por palpacidén rectal y mayores

de 10 mm fue de 56 en 5 vacas tratadas.

Becze et al., (1980) realizaron una serie de tres expe-
rimentos con vacas de 3-6 afios de edad, las cuales fueron
tratadas con 3000 U.I. de PMSG (Gonadotropina suero de ye-
gua prefiada) seguida 30 horas después por 30 mg de PGF2nC
(Dinoprost-trometamina) y fueron inseminadas los dias 3 y 4
después de la administracidén de PMSG, El tratamiento inicid
el dia 10 de su ciclo en 10 vacas, el cual fue el experimen-
to No. 1, en el experimento Neo. 2 se inicid en los otros 7
y 14 dias de su ciclo con.20 vacas y en el experimento No. 3
de acuerdo al estado de los ovariocs. En el primer experimen-
to 4 vacas exhibieron superovulacidn (6-16 cuerpos lateos),
en el segundo experimento 9 vacas exhibieron superovulacidn
(5-18 cuerpos liteos); en el tercer experimento las 12 selec
cionadas como donantes apropiadas tuvieron 9-12 cuerpos la-

teos cada una, mientras gue las 8 juzgadas no apropiadas tu-

vieron 0-8 cuerpos lGteos.

Guillen (1981) utilizd extracto hormonal purificado de
Foliculo Estimulante (FSH) y Luteinizante (LH) y como sincro

nizador fue utilizado PGF,& (Dinoprost-trometamina) en 7 hem
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bras bovinas de la raza Holstein de diversas edades. Para el
efecto, la suministracidén de hormonas se inicid el décimo
dia después de presentarse en celo por 5 dias seguidos con
una relacioén 5:1 empezandolel primer dia con 5 mg de FSH
(Hormona Foliculo Estimulante) y LH {Hormona Luteinizante)
por la mafiana y tarde y al doceavo dia después de presentar-
se el celo, se suministrd 30 mg dé PGF, & (Dinoprost~trometa-
mina) en la mafiana y 15 mg por la tarde. El nimero de cuer-~
pos liteos fue de 71 en total, dando un promedio de 10.14;
con respecto a la recuperacidn del medio del lavado uterino
se obtuvo un 87.6%. El nimero de &vulos fecundados e identi-
ficados fue de 33, dando un promedio de 4.7 embriones por va
ca. El nimero de embriones normales fue de 18 y anormales

15.

Accidn de prostaglandinas

Definicién.- Estas son acidos grasocs de 20 carbonos gue
se producen en todos los tejidos del organismo y actuan en
el lugar de produccién. BRdemds son el resultado de un acido
grraso comin, el dcido Araguiddnico el cual al metabolizarse
en los tejidos es transformado por complejos enzimaticos en
prostaglandinas. Ocurre en casi todos los misculos del cuer-
po, pero en particular la PGFye( se sintetiza en los misculos

del Gtero. La Dinoprost-trometamina es un andlogo de la PGF X
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Funcidn de la PFG,X (Dinoprost-trometamina) :

La habilidad de reducir el flujo de sangre al cuerpo la

teo, debiéndose supuestamente a un efecto vaso-constructor

gue corta o disminuye considerablemente el abastecimiento

del ovario causando la regresidn del cuerpo lateo, También

puede alterar la esteroidogénesis, ya sea directamente o a

través de bloguear la disponibilidad del precursor o inter-

ferir con las proteinas transportadoras de gonadotropina por

las células liteas. Uno de los productos que debido a su efec

to luteolitico se ha desarrollado como sincronizador del es-

tro en bovinos de la Prostaglandina F,o( (Dinoprost-trometa-

mina)

(Hansel et al., 1976),

Anderson, citado por Rundell (1971) determind que el

compuesto usado para la sincronizacidén del celo debe de reu-
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nir ciertog requisitos:

1) Controlar elestro y la ovulacidn cuando sea adminis-—
trado a diferentes etapas del ciclo estrual.

2) Que sea efectiva a una dosis precisa, pxodﬁciendo re
sultados predecibles.

3) Que sincronice el estro y la ovulacidén con efectivi-
dad.

4) Que no perjudique la fertilidad.

5} Que permita un ambiente uterino adecuado para la im-
rlantacién.

6) Que no interfiera con el potencial reproductive futu

ro.

En estudios realizados por Guerra (1979} y Bermidez
(1979) utilizando PGF,o (Dinoprost-trometamina) en dosis de
45 mg en el dia 12 del ciclo estrual de un grupo de vacas,
mostraron un promedio de inicio de ¢elo a las 20 horas des-

pués de la aplicacidn.

La prostaglandina ong(Dinoprost—trometamina) tiene
efecto si es administrada en los dias 6 al 16 del ciclo es-

trual, lo gue indica que solo actda cuando la vaca tiene

cuerpo liteo funcional (Holy, 1983).
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Louis et al., citados por Andrade (1980) encontraron
una rapida disminucidén del cuerpo lGteo y de nivel de pro-

gesterona en el suero sanguineo, después de la aplicacidn

intramuscular de Prostaglandina quc(Dinoprost—trometamina).

Andrade (1980) realizdé un experimento con PGquu(Dino—
prost-trometamina) suministrandocla a un grupo de vacas de
diferentes edades, dos dosis de 25 mg por via intramuscular
con un intervalo entre dosis de 11 dias, el 75% entrd en ce
lo a las B0 horas de la segunda dosis y las restantes presen

taron un promedio a los 7.3 dias.

Otros efectos de las prostaglandinas

La prostaglandina Fy« induce al aborto por su habilidad
de contraer el misculo liso. La dosis reguerida para inducir
el aborto varia considerablemente con el estado de gestacidn

(Hansel et al., 1976).

En un experimento realizado para inducir al partoc en va
cas, se encontrd problema de retencidn de placenta cuando se
redujo el parto a los 270 dias. Sugiriéndose inducirlo en ca
sos cuando la gestacidn es afectada por situaciones tales co
mo fetos momificados o macerados, hidropecia amnidtica, etc.

(Hansel et al., 1976}.

Por otra parte, Abbit et al., (1976) efectuaron una in-
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vestigacidén sobre el efecto de la prostaglandina F,o sobre

la motilidad de los espermatozoides de bovinos, indicando

que es necesario realizar mds investigaciones para detexrmi-

nar si su adicidn mejora su motilidad.

Técnicas de
Dentro
peracidén de

cuales son:

1. El
2. El

3. El

extraccidn de embriones
de éste aspecto existen varias técnicas de recu-

embriones, pero solo son tres los bisicos, los

sacrificio
método quirtrgico

lavado por arrastre o no quirlGrgico

El método de sacrificio, es un método que se ha dejado

a.ras porque es el que menos conviene, ya que han salido nue

vas técnicas y con mas ventajas. La desventaja de este méto-

do es gue nada mas una vez se recuperan los embriones ya que

el animal es sacrificado.

En el método quirtrgico, las donadoras son incididas en

pared lateral o ventral para dejar al descubierto el Gteroc y

poderlo lavar, esta alternativa trae como consecuencia pro-

blemas infecciosos por manejo y a su vez pérdidas irrepara-

bles.
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Y por Gltimo, el método de lavado por arrastre o ho
quirGrgico es el gue tiene mas ventajas, ya que se puede lg
var a la hembra repetidas veces en un afio, no causa proble-
mas de infeccidn, es de facil manejo, se puede hacer a ni-

vel de campo, Y no causa ningan disturbio al animal.

El procedimiento de lavado por arrastre o no quirirgi-

co es descrito a continuacidn: (Elsden, 1977).

L]

12 ILa vaca debe estar en ayunas y sin beber agua a me

nos de que esté lactando por 24 horas antes de la extrac-

cidn,

22 Se sujeta o introduce a una prensa de preferencia

con la parte delantera del cuerpoc mas elevada.

32 Se puede aplicar anestesia epidural para evitar mo
lestias en el animal, para reducir el forcejeo y hacer una

palpacidén mas féacil en la manipulacidn del utero.

4= Se ata la cola para gue no entorpezcan sus movi-

mientos; después se procede a sacar las heces del recto.

52 La zona perineal es rasurada y desinfectada, lim-
piando primero con una solucidn de yvodo, luego enjuagando

con alcohol.
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62 Se hace la palpacidén de los ovarios con suavidad pa
ra hacer la determinacidn de cuantos cuerpos liiteos se han

formado y asi saber el nimero de dvulos desprendidos.

72 Para arrastrar hacia afuera los Ovulos se utiliza
un liquido extractor de composicidn similar a la del fluido
que naturalmente los bafia durante el comienzo de la prefiez.
La botella que contiene el liguido se conecta a una sonda
de Foley, gque es un tubo de caucho que permite la entrada
del liguido al cuerno y luego su salida con los posibles 6vu
los en suspensidn. De las tres vias de la sonda de Foley,
dos conductos sirven para la entrada y salida por separado
del medio de lavado y el tercero sirve para inflar con aire
un globo situado en el extremo, para fijar la sonda al cuer-

no y sellar el mismo para realizar el lavado.

8<% Cuando el cigoto debe ser extraido, que es una semg
na después del estro, el cuello ¢ cérvix se encuentra firme-
mente cerrado y debe forzarse con mucho cuidado la entrada
de la sonda al Gtero. Esto se logra utilizando un expansor o

dilatador de acero inoxidable bien esterilizado.

92 Para introducir la sonda esterilizada por el cuello
dilatado por el expansor, se le presta rigidez por medio de

una varilla de metal y se introduce hasta gue la punta pene-
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tre en el cuerpo uterino que se requiere lavar. Con el globo
de la sonda a la altura del sitio donde se palpa la unidn de
los cuernos, luego se retira el soporte ¢ guia de metal y se
procede a inflar lentamente el baldn con unos 20 ml de aire

cuando se trata de una vagquilla y con unos 25-30 ml cuando

es una vaca adulta.

102 Conectar el conducto de la sconda para la entrada
del liguido con la botella gue lo contiene, se levanta esta
alrededor de un metro por encima del campo operatorio (para
darle presidn por gravedad) y se dirige la descarga de la
sonda al recipiente colector. Al comenzar hay que dejar co-
rrer una pequefla cantidad del fluido a través del sistema pa
ra descubrir cualquier obstruccidn y para remover mocos o
sangre que si se mezcla con el colector mas tarde, dificulta

ran la localizacidn del Gvulo por medio del microscopio.

112 El cuerno uterino se llena con un volumen de ligui
do equivalente a una prefiez de 45 dias (60-80 ml), se cierra
el tubo de descarga de la sonda y se masajea suvavemente a

partir de la punta del cuerno a través de la pared del recto.
Al abrir el conducto de salida el liguido se recoge en un re

cipiente c¢olector. El procedimiento se repite hasta agotar

un litro del medio de lavado,
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122 E1 fluido de los lavados se coloca en una incubado
ra a 27°C y se deja reposar por 30 minutos para gque los ovu-
los se vayan al fondo. Luego para buscarlos bajo el microsco
pio se vierten porciones de liguido en pomos especiales de.
vidrio con fondo curvo. Ambos cuernos son lavados separada-

mente (Abbit et al., 1976).

132 Una vez finalizado el lavado y como medida de pre-—
vencidén, se inunda el Gtero con una solucidén de penicilina y

estreptomicina para evitar infecciones.

Kudlac et al., (1981) realizaron un estudio donde la re
cuperacidén de embriones fue trancervical al ovario c¢on una
recuperacidén de 53.8% y el uso de un catéter largo de dos
vias fue de 53.8% y de un catéter corto fue de 36.4%. El uso
de 250 ml de solucidn Dulbecco resultd en un 66.1% en recupe
racién y un rango de 36.7, 50.7, 57.9% para volumenes menor

de 100, 100-199 y 200-250 ml respectivamente.

El TCM-199 ha sido usado por varios autores recientemen
te, obteniendo buenos resultados, ya que este medio viene
preparado con 10% de suero de becerro inactivo y una mezcla
de gas conteniendo 5% de CO,; 90% de Hy, vy 5% de 0,. Los em-
briones con este medio se pueden mantener a temperatura de

27°C hasta dos dias; ademds este medio ya ¢ ntiene antibidéti
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cos (Testart et al., 1975).

Otro medio utilizado para el lavado por arrastre de cuer
nos uterinos es el medio de Dulbeccos modificado pcer Elsden

(1977) . (Hendriks, 1978).

Técnicas de clasificacidn y evaluacién de embriones
Los datos sobre la rapidez de la segmentacidn y el trans
porte del Svulo fecundado de la vaca, varian y parece que de-

renden del propio individuo.

Los évulos diblastoméricos, por ejemplo, se encuentran
uno o dos dias después de la ovulacibn; individuos con seis
blastdmeros después de dos dias; con ocho blastémeros des-
pués de dos a cinco dias. El &vulo necesita hasta dos dias
para atravesar la parte craneal del oviducto (ampolla) perma-

neciendo casi tres dilas en la zona del itsmo de la trompa de

Falopio.

En algunos casos el ovulo puede alcanzar el Utero en el
estado de 16 blastdmeros (Bonadonna, 1957 citado por Holy,
1983), pero lo mas frecuente es gque llegue al (tero en esta-
do mérula (32-36 blastdmeros). En general, el dvuleo fecunda-
do de la vaca alcanza el uGtero después de los cuatro dias

pcst-ovulatorios.
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CUADRO 1.- Rasgos diferenciales y cambios experimentales en la
cria bovina desde la concepcidn hasta 45 dias.
(Salisburry y Vandemark, 196l1; Salisburry et al..

1978},
Periodo Edad (dias) Modificaciones
Ovulo 4 El cigoto llega al dtero, fase de
0-12 dias 8 - 16 cé&lulas.
7 Empieza la formacidn de la blastu-
la.
8-9 Disolucidn de la zona peldcida.
12 Débil adherencia superficial del
cigoto a la pared uterina.
Embridn 14 Formacién de las hojas blastodér-
13-45 dias micas.

Fuente: Holy, 1983.



MORMAL 2 CELULAS

FIGURA 4.- Embriones normales y anormales
Fuente: Sorensen, 1979.
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Los blastdémeros multiplicandose y aumentando el tamafio
del cigoto forman un corpisculo policelular, sin cavidad.
llamado moérula. Todas las células de la mdrula no tienen el
mismo tamafio, ni cardcter; algunas son mads grandes y otras
mas pequefias, acumuladndose cada tipo, dentro de la mdrula
en distinto lugar. En un polo de la mérula se acunulan las
células pequefias, gue se dividen mds rdpidamente que el otro
polo, las células de mayor tamafio, reproduciéndose mas len-
tamente, de manera gque va en el estado de mérula se realiza
la diferenciacidn celular formidndose las células embriona-
rias (base del propio embridén) y las extraembrionarias (las
mas pequefias) gue dan origen a las menmbranas placentarias.
En el vacuno el cigoto alcanza el estado de mdérula entre los
5 yv 6 dias en el momento o un poco después de entrar en la

cavidad uterina.

El progreso de la diferenciacién de las células embrio-
narias y extraembrionarias dentro de la blastula, se realiza
de modo que las células mads pequefias se sitlan en la perife-
ria del blastoquiste y forman la base del trofoblasto; las
grandes se concentran bajo el trofoblasto; en una peguefia
area, formando el médulo germinativo como base del embridn.
Desde el punto de vista de la existencia del ewbridn, el tro

foblasto tiene un papel muy importante, ya gque a través de
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el se realiza el metabolismo del embridén en los primerocs pe-

riodos de su desarrollo.

La formacidn del blastoguiste en la vaca, se inicia a
los 7 dias vy se termina cerca del dia 12 de la vida embriona
ria. Durante los primeros doce dias el embridn conserva la
forma del cigoto, representando la fase ovular del desarro-
11> embrionaric (Salisburry y Vandemary, 196l, 1978, citados

por Johansson, 1972).

Técnicas de transferencia de embriones
La transferencia de embriones se realiza en base a dos

métodos: Quirdrgico y no Quirlrgico sobre las hembras recep-

toras previamente sincronizadas.

Método Quirurqgico:

El método quirdrgico que se efectua por laparotomia pa-
ra exponer el aparato reproductor (incidiendo el flanco o
por la linea media abdominal), se colocan unas pinzas cerca
de la punta del cuerno uterino para forzar el ligquido de la
punta del cuerno uterino a través del oviducto al ovario.
Este liguido transporta al 6vulo y se colecta en el infundi-
bulo. El1 procedimiento permite la recuperacidn de un alto
porcentaje de 6vulos, pero debido al traumatismo guirirgico

y a las adherencias resultantes, solo se puede repetir unas
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CUADRO 2, -Ventajas del transplante ovular en la practica gana-

dera (Gordon, 1975).

Los terneros nacidos de las madres de razas nativas se en-~
cuentran inmunes contra las enfermedades locales a traves
de los animales receptores.

Control del sexo de los terneros.

Produccidon de los terneros idénticos para las tareas expe-
rimentales.

Multiplicacidon de las hembras genéticamente superiores con
la posibilidad de la titulacidén de la decendencia.

Produccidén de los terneros a través del transplante de los
blastomeros aislados.

Produccidn de la descendenciaa partir de terneras prematu-
ras.

Posibilidad de la transmisidn de los &vulos o embriones a
largas distancias.

Pogsibilidad de la conservacidn del embridn por largo tiem-
po.

Produccién de gemelos y posibilidad de gemelos mixtos por
la transplantacidn suplementaria de los embricnes de la
raza de carne a las razas de leche.

Fuente: Holy, 1983,
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pocas veces mds. Las adhesiones hacen dificil si no es gque

imposible exponer al aparato reproductor repetidas veces.

No Quirurgico:

Se han desarrollade técnicas de recuperacidn no quirir-
gicas para la vaca y la yegua, que proporcionan resultados
esencialmente iguales a los del método quirirgico. Estas in-
cluyen el uso de un catéter de Foley (catéter de doble flu-
jo) el cual permite el paso de los ligquidos de lavado hacia
el dtero y al mismo tiempo permite su retorno a un recepta-
culo receptor (Figura 7). También se coloca un pequefio ba-
1én cerca del final del catéter; este se puede inflar exacta
mente dentro del cérvix para prevenir que escapen los ligui-
dos de lavado a través del cérvix. Con este método es practi
camente imposible determinar los sitios de ovulacidn que se
encuentran presentes en el ovario, por lo que no es posible
decidir el momento en gue todos los dvulos se havan colecta-
do. En experimentos controlados, aproximadamente el S0% de
los &vulos superovulados se recuperan tanto con el procedi-
miento quirdrgico como con el no guirdrgico. Los ligquidos em
pleados para el lavado del 6vulo deben ser compatibles con
las especies comprendidas. En vacas y cerdas, se puede utili
zar un medio comercial de cultivo de tejidos; es necesario

agregar 1000 U.I. de penicilina y 500 - 1000 mg de estrepto-
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micina por ml. de medio, para reducir las posibilidades de

infecciones en la vaca donadora, asil como la transmisidn de

infecciones a la vaca receptora (Bearden et al.. 1982).
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CUADRO 3.- Medio Dulbecco modificado por Elsden para 1,000 ml
de solucidn.

Compuestos Cantidad
Cloruro de calcio (CaClz) 0.1 gr.
Cloruro de magnesio exahidratado (Mg C1,6HO) Gk gr.
Cloruro de sodio (NaCl) 8.0 gr.
Cloruro de potasio (KC1) 0.2 gr.
Difosfato de sodio (NaH,P0,4) 1.15 gr.
Fosfato de potasio (KH2P04) 0.2 gr.
Glucosa 1.0 gr.
Piruvato de sodio 0.036 gr.
Penicilina G sdédica 106,000 U.I.
Suero de bovino tindalizado 10 ml.

Fuente: Guillen, 1979,



MATERIALES

Material utilizado en este trabajo:

1) Probeta de 1,000 ml,
2) Caja de Petri con diviciocnes.
3) Jeringas de 60, 35, 12, 3 yv 1 ml.
4) Pinzas hemostdticas.
5} Sonda de Foley de triple via # 18,
6) Estilete metalico.
7) Dilatadores cervicales de acero inoxidable de diferen-
tes calibres.
8) Guantes desechables.
9) Guantes de cirujano de latex.
10) Agujas hipodérmicas.
11) vVasos de precipitados de 1,000, 500, 250 y 100 ml.
12) Solucidn salina estéril.
13) Lubricante KY
14) Conecciones de tres vias.
15) Mangueras de pldstico flexible.
16) Bafio Maria.
17) Tijeras.
18) Microscopio.

19) Termdémetro para liguidos.



20)
21)
22)
23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)
30)
31)

32)
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Pipeta Pasteur.

Pajillas.

F.S.H. (Hormona Foliculo Estimulante).
Lutalyse.

Yodo.

Alcohol.

Suero de becerro tindalizado.
Penicilina G. Sdédica.
aAntibidtico.

Cipionato de Estradiol (ECP).
Clorhidrato de Promazina {(CDP).
Solucibén Dulbecco,

Agua desmineralizada.



METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el establo de ga-
nado lechero del Campo Experimental Agropecuario "El Canada"
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autdnoma de Nue
vo Ledn, localizado en la Ex-Hacienda E]l Canada, Municipio de
General Escobedo, Nuevo Ledn, inicidndose el 20 de Enero y

dandose por terminado el 6 de Marzo de 1985,

Para este trabajo se utilizaron 2 hembras bovinas de 1la
raza Holstein de diferentes edades de guinta y sexta lactan-
cia y aptas para la reproduccién. Dichas vacas fueron revisa-
das por medioc de palpacidn rectal antes del tratamiento hormo

nal para seleccionarlas como donadoras.

Se hizo la observacidn directa de un ciclo estrual nor-
mal para después iniciar el tratamiento a partir del décimo
dia de su ciclo para inducir a la superovulacidn; anteriormen
te a partir del sexto dja del ciclo se les aplicd Fdsforo y

Vitamina "A" por via intramuscular durante cuatro dias.

Para el tratamiento de superovulacidn se utilizé un com-
plejo hormonal, la hormona Foliculo Estimulante (FSH). Dosis
aplicadas cada 12 horas suministrandose por via intravenosa

por cinco dias (Cuadro 5).
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Para Sincronizar se utilizd Prostaglandina PGF 5oL (Dino-
prost-trometamina) en dos dosis, el doceavo dia del ciclo es-
trual, separadas doce horas. Posteriormente presentaron celo
al segundo dia de iniciado el tratamiento con PGF,0 vy se apli-
cd Cipionato de Estradiol (ECP) para reforzar el acondiciona-
miento del tracto reproductivo. Doce horas después se insemi-
naron con doble dosis de semen dos frecuencias diarias por dos
dias seguidos, con semen de la raza Holstein del semental

Sinnissippi (H326l1).

Al octavo dia de realizada la Gltima inseminacidn se hizo

el lavado, coleccidn e identificacion de los embriones.

Para la coleccidn de los embriocnes se utilizd el método

no quirurgico descrito por Elsden. Los datos a evaluar son:

l.- NOmero de cuerpos luteos en cada ovario.
2.- Cantidad de medio introducida y recuperada.
3.- Hormona, dosis y via de aplicacidn.

4,~ Numero de embriones identificados.

5.- Nimero de embriones normales y anormales.

6.- Nimero de foliculos de Graff en cada ovario.
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Desarrollo del método no quirlrgico de Eldsen adaptado

a este trabajo:
1) Se dietd a las donadoras 36 horas antes de realizar

el lavado.

2) Se colocd al animal en una rampa con la parte delante
ra del cuerpo mas elevada, para lo cual se acondiciond una

trampa del establo de 130 x 120 cm.

3) Una vez sujeta la vaca fue palpada por via rectal pa-

ra determinar el nimero de cuerpos luteos presentes en los

ovarios.

4) Se desalojé el recto después se lavd y desinfectd la

regidn perineal con alcohol y tintura de yodo.

5) Para la introduccidn y reccleccidén de la solucidn pa-
ra el lavado se utilizd una sonda Foley # 18 de triple via con
una guia o estilete de aceroc inoxidable calibre 100 milésimas,
la sonda fue probada y lubricada con suero salino fisiolégico
antes de ser introducida.

6) Se introdujo la sonda en el tracto ubicandola en el

cuerno uterino izquierdo, se infld el baldén con 30 cm3 de aire

fijando la sonda en el lugar deseado para luego retirar el es-

tilete.
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7} Por medio de infusiones de 50 cm3 de solucién para el
lavado a una temperatura de 37.5°C a través de la sonda Foley,
se masajed suavemente a partir de la punta del cuerno hacia
atras y se recuperd la solucidn en vasos de precipitado pre-
viamente esterilizados. Esta operacidn se repitid hasta com-
pletar 500 cms aplicados y recuperar la mayor parte de la so-

lucidn.,

8) La solucidn se llevd a reposar en bafio Maria a 37.5°C

en un lapso de tiempo de 10 minutos o mas.

9) El medio fue depositado en cajas de Petri para reali-
zar el escrutinio de los embriones utilizandose primero un mi
croscopic estereo sencillo (10 x 2.5%) y posteriormente un

microscopio compuesto (10x 10x).

10) Una vez localizados y verificados en su integridad
mor foldgica los embriones fueron recuperados con una pipeta

Pasteur.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo estdn
desglosados en el cuadro 7. en la cual se indica el numero de
donadoras asi como el semen utilizado y raza, numero de dosis
por inseminacidn artificial en cada vaca, dosis de PGong, de
FSH, nimeroc de foliculos, nimero de cuerpos lGteos, cantidad
de medio introducida y recolectada, porcentaje de recupera-

cién y ntmero de enbriones normales y anormales.

Con referencia al semen utilizado se puede decir gque fue
el adecuado, ya gue era semen de buena calidad previamente
evaluado y aplicado en doble dosis, dos veces al dia por dos

dias seguidos.

En la sincronizaciodn de estros en las donadoras, Se pue-
de decir que el uso de 45 mg de prostaglandina Fpe (Dinoprost-
trometamina) aplicados el dia doce del ciclo estrual, origind
una buena respuesta en los resultados, ya gue los animales en
traron en calor 2 6 3 dias después del tratamiento. Conside-

l., quie-

randose bueno el resultado segln datos de Elvin et
nes obtuvieron un intervalo de 3.1 dia del tratamiento al pre
sentar el celo, siendo la aplicacién entre los dias 10 a 17
del ciclo estrual; sin embargo, la inse.iinacidn se aplicd no

cbstante lo anterior, siguiendo lo programado.
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Con respecto a las dosis aplicadas de hormonas Foliculo
Estimulante (FSH) se observd gque en la vaca # 2 provocaron una
mejor respuesta, la cual se demostrd con el nimero de folicu-
los ¥ cuerpos liteos desarrollados que fue mayor gue en la va-
ca # 1; no obstante que en esta Gltima se aplicd una dosis es-
tandar cada 12 horas de 3 my, en contra de la # 2 gue recibid
dosis alternas de 7 mg el primero, tercero y quinto dia repar-
tidos en dos dosis de 3.5 mg cada doce horas ¥ el segundo ¥y
cuarto dia 5 mg repartidos en dosis de 2.5 mg cada doce horas,
artificio que tratd de simular pulsos o picos hormonales, pro-
vocando una mejor respuesta, tanto en el desarrollo claro, evi
dente e intenso de los foliculos, asi como de sus correspon-

dientes cuerpos lUteos, en tamafio y en nimero.

Los resultados obtenidos y mostradog en el c¢vadro 8, mues
tran el numero de cuerpos luteos que fueron en el orden de
ocho para el ovario derecho y once para el ovario izquierdo,
siendo el mayor nimero para la vaca numero dos con once cuer-
pos liteos totales, siendo la menor la vaca nimeroc uno con
ocho cuerpos liteos totales. Estos datos son calificados como
aceptables ya gque Rudlac et al., (198l1) en un estudio pimilar
obtuvieron un 2.6 en promedio de cuerpos lateos en tanto gue

en este trabajo se obtuvo un promedioc de 9.5 cuerpos lGteos.
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Respecto a la solucién introducida y recuperada, se usd
un total de 1150 cm3 siendo el promedioc de 575 cm3 por vaca
con una recuperacidn mayor en lavaca nlmero uno y la menor en
la vaca numero dos. El1 promedio de recuperacidn fue de 59.5%

gue se considera bajo en referencia a Rowe et al., (1980) gue

obtuvieron un 87% de recuperacidn

Referente al nimero de embriones, el resultado se califi
cb6 como bueno tomando como consideracidn gue Baumgartner et al.,
(1979) de 5 vacas tratadas y lavadas por medio de arrastre re-
cogieron 22 embriones, siendo un promedio de 4.4 embriones por
vaca, ya gue en este trabajo se recogieron 8 embriones de dos

vacas tratadas y lavadas por el mismo método, con un promedio

de 4.0 embriones por vaca.

Se encontrd que los embriones recolectados y observados
estaban en diferentes fases de desarrollo entre los normales
dos en mérula y uno en blastocisto.Respecto a los embriones
anormales, se consideraron como tales debido a la ruptura de
la zona pelicida o a la ausencia de la misma, como a signos

de degeneracion celular dentro del mismo.



CONCILUSIONES

Considerando las condiciones en las que se realizd este

trabajo se puede conclulr lo siguiente:

l.- La aplicacién de la Hormona Foliculo Estimulante

(FSH) fue efectiva para superovular ciclos en vacas Holstein.

2.—- E1l uso de la PGFZu_(Dinoprost-trometamina) fue ade-

cuado para la sincronizacidn de las vacas.

3.—- La técnica de introduccidn y recuperacidn del medio
para el lavado de los cuernos uterinos, fue efectiva yva que

el promedio de embriones recolectados por vaca fue de 4.0.

4.- Para la identificacidn y clasificacidn de los embrio
nes se usaron un estereo Microscopio (10x 2.5%) y un Microsco
pio binocular compuesto (l0x 10x) los cuales fueron ideales

para el escrutinio de los embriones.



RECOMENDACTONES

l.- Implementar y realizar nuevos trabajos para afinar la
metodologia y practica de los mismos para los cuales podrian

incluirse las siguientes sugerencias:

2A) Implementar medios para una sujecidn e inmovilizacidn

mas adecuada de las donadoras.

B) Implementar aditamentos para el manejo del equipo du-
rante el lavado uterino, de tal forma que se pueda reducir al

minimo el personal necesario para realizarla.
C) Afinar disefio y calibre de los dilatadores del cérvix.
D) Establecer una rutina que agilice el escrutinio.

E) Disponer de mayor nimero de receptoras para proéximos
exper imentos, de tal forma gque sean realizados completamente

hasta transferencia de embriones tal cual deba de ser el plan

original,

2.- Dado el alto costo de esta técnica analizada. buscar

y auxiliarse de recursos a nivel oficial o privado.



RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue llevar a la practi-
ca la superovulacibn, sincronizacidn, extraccidn e i@entifiqg
cidn de embriones de vacas Holstein en el Campo Experimental
Agropecuario "El Canada” de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, dando inicio el 20 de Ene

ro y finalizando el 6 de Marzo de 1985.

Se utilizaron dos hembras de guinta y sexta lactancia,
ambas aptas para la reproduccidn; fueron revisados sus antece
dentes reproductivos por medio de palpacidn rectal antes del
tratamiento hormonal; se les hizo la observacién directa de

un ciclo estrual normal para después iniciar el tratamiento.

Se les dic un acondicionamiento general previo a base de

Fésforo y Vitamina A.

Para la superovulacidn se utilizd Hormona Foliculo Esti-
mulante (FSH) el décimo dia después del celo franco en dosis
divididas en dos aplicaciones por dia, una en la mafiana y otra
en la tarde suministrandose por via intravenosa durante cinco

dias.

Para la sincronizacidn se utilizd PGF ,o( (Dinoprost-trome

tamina) en dos dosis diarias, por la mafiana y por la tarde en
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el doceavo dia del ciclo estrual.

Posteriormente las vacas presentaron celo al segundo dia
de iniciado el tratamiento con PGF2oL(Dinoprost-trOmetamina)
Yy se les aplicd Cipionato de Estradiol (ECP) para reforzar el
acondicionamiento del tracto reproductivo; doce horas después

se inseminaron con dcoble dosis de semen, dos frecuencias dia-

rias por dos dias seguidos.

Se realizd el lavado, coleccidn e identificacidn de los
embriones a los ocho dias después de la Qltima inseminaciodn

utilizando medio de Dulbecco modificado.

Para la localizacién e identificacidn de embriones, los
microscopios utilizados en este trabajo fueron un Estereo Mi-
croscopio (10 x 2.5x) y un Microscopio binocular compuesto

{(10x 10x), siendo los adecuados para la identificacidn y cla

sificacidn de los embriocnes.

Los datos gue se evaluaron con sus resultados fueron los
siguientes: el nimero de foliculos de Graff para el ovario iz
quierdo fueron un total de 11 con un promedio de 5.5 y para

el ovario derecho un total de 8 con un promedio de 4.0.

El nimero de cuerpos liteos para el ovarioc izquierdo fue

un total de 11 con un promedio de 5.5 y para el ovario derecho
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un total de 8 con un promedio de 4.0.

La cantidad de medio introducido fue un total de 1150 ml

recolectindose un total de 650 ml, obteniéndose un 59.5% de

medio recolectado.

El nimeroc de embriones normales fue de 3 y de anormales

5 con un promedio por vaca de 4.0.
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