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RESUMEN

El cultivo in vitro de embriones ha logrado un gran impacto en la industria
pecuaria, jugando un papel importante en el desarrollo de aplicaciones
biotecnologias, que inciden primordialmente en lograr un mayor avance geneético.
El objetivo de este trabajo fue comparar dos sistemas de cultivo in vitro de
embriones bovinos (FIV), sobre el porcentaje y calidad de blastocistos; estos son
Cultivo in vitro individual con el sistema pozo dentro de pozo (Well-of-the-Well
WOW), y cultivo in vitro en grupo, en microgotas. Se evaludé el desarrollo
embrionario y calidad, buscando que la capacidad de cultivar con éxito embriones
individualmente, facilite el estudio individual de su desarrollo. Se utilizaron 1600
ovocitos aspirados de foliculos ovaricos de vacas de composicion racial variada,
obtenidos de rastro. Se iniciaron los tratamientos a partir del estadio de presuntos
cigotos, colocandose un numero similar de cigotos en ambos tratamientos (WOW
y microgotas) se realizaron 16 réplicas y se evaluo el desarrollo embrionario hasta
el dia 8 pos-maduracion. Los resultados de porcentaje de divisiones, porcentaje de
embriones de mas de 6 células al dia 3 y porcentaje de blastocistos a 7 y 8 dias,
asi como los porcentajes de embriones calidad 1, 2 y 3. Los datos
correspondientes al desarrollo embrionario fueron analizados mediante un disefio
estadistico completamente al azar y para evaluar la calidad embrionaria se utilizo
una prueba de medias (Turkey) (a=0.05). Los resultados mostraron que ambos
sistemas de cultivo producen un numero similar de embriones (P>0.1); sin
embargo, cigotos desarrollados al dia 7 y dia 8 resultaron en un mayor porcentaje
de embriones calidad 1 en el sistema WOW, comparado con el sistema de
microgotas (P<0.05). Lo que indica que el cultivo individual es mejor que el de

grupo en cuestion de la calidad de los embriones, por lo tanto WOW es funcional.

Palabras clave: In Vitro, Ovocitos, Embriones, Bovinos, WOW, Microgotas,
Calidad.
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INTRODUCCION

En 2014 México reporté un inventario de 28.4 millones de cabezas de ganado
bovino, siendo los principales estados productores: Veracruz con 3.4 millones,
seguido por Jalisco con 2.3 millones y Chihuahua con 2.0 millones (INEGI, 2014). La
rentabilidad en las industrias pecuarias se relaciona directamente con la produccion
de carne, leche, seleccion genética y eficiencia reproductiva. La transferencia
comercial de embriones en Norteamérica se desarrollé a principios de los afios
setenta con la introduccién de razas continentales (Betteridge, 2003). En los dltimos
30 afios la aplicaciéon de esta biotecnologia ha ido en aumento, con énfasis en la
ganaderia lechera por la eficiencia en la seleccién genética y no fenotipica (Gibson,
Smith, 1989). Desde 1981, afio en el que nacio la primera ternera procedente de un
embrion producido In vitro (Brackett et al., 1982) la cual pesé 45kg al nacer, no se
observaron cambios en el desarrollo y el comportamiento del animal, se comprobo la
viabilidad de la produccion de embriones en condiciones artificiales (Giannotti, 2011).
Los avances tecnoldgicos en la actualidad han propiciado el desarrollo de
biotecnologias reproductivas que ayudan a maximizar la tasa de reproduccion de
animales de alto valor genético, incidiendo positivamente en la rentabilidad de las
explotaciones. Estadisticas de la Sociedad Internacional para la Transferencia de
Embriones (IETS) muestran que, en el 2013 a nivel mundial, el nUmero de embriones
bovinos obtenidos in vivo fue de 1, 275,874 individuos, mientras que los producidos
in vitro fueron 546,628, de estos América del Norte produjo el 21%, y México
contribuyd con 0.8% (IETS, 2013), lo que indica el bajo nivel de aplicacion de esta
tecnologia en nuestro Pais.

Dentro de los avances biotecnolégicos la produccion de embriones in vitro es una
herramienta eficaz que ayuda a obtener un progreso genético considerable en muy
poco tiempo (Vieira, 2014). Uno de los problemas, que influye directamente en el
éxito de la produccién in vitro de embriones, es el criterio de evaluacion y selecciéon
de los blastocistos viables para su transferencia, en la mayoria de los laboratorios

este procedimiento se realiza de forma visual, lo que lo vuelve subjetivo ya que



depende de la experiencia del técnico evaluador, para observar las caracteristicas y
morfologia del embrién (B6, 2013). Evaluar la calidad embrionaria de manera objetiva
implica realizar un andlisis genémico global de los embriones a transferir, 1o que
involucra predecir la presencia de genes involucrados en la calidad en términos de
implantacion, mortalidad embrionaria temprana y partos normales (Moriwaki et al.,
2004; Deb et al., 2011). Para realizar un andlisis genomico se requiere que los
embriones estén debidamente identificados, lo que es dificil de lograr en el cultivo
convencional de embriones ya que se realiza en grupos, donde se tienen
aproximadamente 10 a 20 embriones juntos en una misma microgota de medio de
cultivo celular (Fujita et al., 2006; Salvador et al.,, 2011). La solucién ante este
problema seria cultivarlos de forma individual, sin embargo diversos estudios (Fujita
et al., 2006; Marianowski et al., 2006) han demostrado el fracaso de cultivarlos con
este método, ya que al encontrarse en una microgota de medio en forma individual,
no se benefician de los factores paracrinos y autocrinos que secretan los embriones
y se acumulan en el cultivo convencional en grupos (Fujita et al., 2006; Gopichandran
et al., 2006). Si se desea realizar una seleccion de calidad, se requiere un sistema de
cultivo celular que permita identificar a los embriones sin sacrificar el beneficio del
cultivo convencional en grupo, en otras palabras, se necesita establecer un sistema
de cultivo celular que permita mantener a los embriones separados en la misma gota
(Ajduk et al., 2013). Una alternativa a este problema son los cultivos individuales que
comparten el mismo medio, manteniendo a los embriones en areas diferentes pero
cubiertos con el mismo medio de cultivo celular. Dentro de estos destacan el sistema
pozo dentro de pozo (WOW) y tela de poliéster (TP), los cuales han sido utilizados en
mamiferos, obteniendo buenos resultados (Vajta et al., 2000). Estos sistemas tienen
la caracteristica de crear un microambiente que rodea al embrion y, a la par, un
macroambiente que comparte el grupo, favoreciendo el desarrollo de cada uno de
ellos (Vajta et al., 2008). Ademas, con estos sistemas es posible identificar cada
embrién, lo que facilita el seguimiento del desarrollo desde el estadio de cigoto,
permitiendo tomar registro de la temporalidad de las divisiones celulares y brindando
la oportunidad, ademas, de eventualmente poder realizar un diagnostico genémico

con el fin de evaluar la calidad embrionaria, dada por la presencia o ausencia de



transcriptomas relacionados con el desarrollo y proliferacion celular (Ajduk et al.,
2013).

Durante muchos afos se ha trabajado buscando reproducir artificialmente eventos de
la maduracion y fertilizacion de ovocitos y el desarrollo embrionario temprano. Lo que
en principio tenia fines de investigacion, en las Ultimas décadas se ha comenzado a
utilizar con propositos comerciales. Los resultados de la FIV en bovinos van
mejorando a medida que van avanzando los conocimientos acerca de los
requerimientos de los embriones (agua, temperatura, concentracién de gases,
nutrientes, buffers, agentes quelantes, osmolitos, factores de proliferacién celular,
etc); sin embargo, no se ha logrado superar de manera consistente el limite de 40%
de blastocistos, con respecto al numero inicial de ovocitos puestos en maduracion
(Fujita et al., 2006).

Objetivo general

Evaluar el desarrollo y calidad embrionaria de embriones bovinos en dos sistemas
de cultivo (Microgotas y WOW).

Objetivos especificos

e Evaluar el porcentaje de embriones desarrollados hasta el estadio de

blastocisto en dos sistemas de cultivo.

e Evaluar la calidad de los embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto

bajo dos sistemas de cultivo.

Hipotesis

El uso del sistema WOW producira un mayor porcentaje de blastocistos y estos

seran de mejor calidad.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de la fertilizacién in vitro.

La fertilizacion in vitro (FIV) en bovinos, ademas de ser una valiosa herramienta de
investigacion, se ha llevado a cabo con fines comerciales, para incrementar la tasa
de reproduccion de hembras de alto mérito genético y poder asi generar grandes
cantidades de embriones para la transferencia de embriones y para la produccion de
becerros de elevada calidad genética (Romo, 2000).

Ventajas de la produccion in vitro de embriones:

Aplicaciones comerciales, como lograr gestaciones en vacas que son estériles por
problemas en maduracion del ovocito, ovulacion, integridad de oviductos entre otros;
Obtencién de embriones a partir de hembras prefiadas, obtener descendencia de
becerras prepuberes ; rescate de genética de ganado enfermo o herido; uso mas
eficiente de semen valioso (especialmente cuando se trata de semen sexado); uso
de multiples toros en corto periodo de tiempo; uso de ovocitos provenientes de
rastro para la produccion de embriones que se pueden utilizar en la estandarizacion
de nuevas técnicas y en la investigacion , como mejoras de la tecnologia FIV,
trasplante nuclear, clonacion y procedimientos transgénicos, entre otros (Hasler y
Barfield, 2014).

Antecedentes.

En latin in vitro es “en vidrio”. La Fertilizacién in vitro (FIV) comenzé en 1890 con la
primera transferencia exitosa de embriones recolectados de lavados de los oviductos
de una coneja al utero de una liebre (Heap, 1890). La maduracién in vitro utilizando

ovocitos de conejo se llevé a cabo en 1939 (Pincus y Saunders, 1939).



El papel del ovocito en la produccion de embriones.

En términos de eficiencia la produccion in vitro de embriones provenientes de rastro,
presenta una gran variabilidad debido en gran medida a que los ovocitos colectados
provienen de ovarios de diferentes vacas, con diferente composicion racial, distinta
condicidn fisica, en diferente fase de ciclo estral y diferente fase de onda folicular
(Fair, 2003).

Los ovocitos derivados de foliculos grandes son mas competentes que aquellos
derivados de foliculos pequefios (Lonergan et al., 1994); sin embargo, al momento de
hacer la aspiracion de foliculos en ovarios tanto de rastro como a través de
aspiracion trans-vaginal en vacas donadoras de 6vulos, solo se van a encontrar uno
o dos foliculos grandes, en tanto que se pueden aspirar 8 a 10 foliculos de tamafio
mediano (2 a 6 mm), los cuales si son madurados en Optimas condiciones tienen
grandes posibilidades de convertirse en ovocitos competentes; a pesar de ello, una
mayor proporcion de ovocitos madurados in vivo alcanzan el estadio de blastocisto

comparados con aquellos producidos in vitro (Van Soom et al., 1992).

Los ovocitos experimentan cambios significativos que juegan un papel importante en
la adquisicion de su competencia para el desarrollo. Un nimero de cambios ultra-
estructurales y moleculares ocurren durante el desarrollo de los ovocitos y han sido
vinculados con el desarrollo de su competencia (Assey et al., 1994; Hyttel et al.,
1997).

Adicionalmente a la proporcién de 6vulos que desarrollan al estadio de blastocisto, la
calidad de estos embriones es importante. A pesar de las investigaciones en
términos de incrementar la produccion de blastocistos, de ovocitos inmaduros, la
calidad de los embriones producidos in vitro (PI1V) serd siempre menor; uno de los
aspectos en los que los embriones PIV son inferiores es la menor supervivencia a la
Criopreservacion (CP) (Sudano et al., 2011). Actualmente, el obstaculo principal
asociado con el uso extensivo de esta tecnologia es la gran sensibilidad de los

embriones PIV a la CP.



Por su parte, la calidad de los blastocistos producidos in vitro es de menor calidad en
comparacion con los embriones producidos in vivo, principalmente en caracteristicas
morfologicas y fisiologicas (Wright y Ellington, 1995). Los embriones bovinos
producidos in vitro difieren de aquellos producidos in vivo en varios aspectos
importantes (Wright y Ellington, 1995) un citoplasma méas oscuro, baja densidad
(Pollard y Leibo, 1994), blastomeros hinchados (Van Soom et al.,, 1992), zona
pelucida fragil (Duby et al., 1997) y alta incidencia de anormalidades cromosémicas
(Viuff et al., 1999; Slimane et al., 2000).

A pesar de las mejoras realizadas a los sistemas de PIV de embriones, los
embriones producidos in vitro claramente no son un producto atractivo para los
criadores. La razdn es que este tipo de embriones son todavia anormales,
comparados con los embriones producidos in vivo y las tasas de prefiez que se
obtienen son inferiores a las logradas cuando se transfieren embriones in vivo.
(Hansen y Block, 2004).

Los medios para CIV intentan proveer las condiciones fisiologicas requeridas in vivo;
sin embargo, las condiciones in vitro no son capaces de sustituir las caracteristicas
fisiolégicas del utero y oviducto. Es por ello, que algunos investigadores han
desarrollado sus formulaciones en base a las condiciones variables que ofrecen el
oviducto y el utero en las diferentes etapas del desarrollo embrionario (Bavister,
1995).

Maduracioén In vitro.

La maduraciéon del ovocito transcurre desde el reinicio de la meiosis y la progresion
hacia el estadio de metafase Il (maduracidon nuclear) y una serie de sucesos
citoplasmaticos (morfolégicos, funcionales y bioquimicos) necesarios para el

desarrollo embrionario temprano (Eppig et al., 1994).



La maduracion nuclear es la reanudacion de la meiosis y la ruptura de la vesicula
germinal (GVBD) a metafase Il (MIl). La maduracion citoplasmética es la preparacion
del citoplasma del ovocito para que se pueda llevar a cabo la fertilizacion y desarrollo
embrionario (Cha y Chian, 1998).

La ruptura de la vesicula germinal se inicia con el pico preovulatorio de la Hormona
Luteinizante (LH) por una accién indirecta mediada por las células del camulo. El
ovocito y las células del cimulo estdn acoplados por uniones comunicantes. Los
factores inhibidores son transportados desde las células del cimulos al ovocito para
mantener el arresto meidtico de los ovocitos (Albertini y Carabatsos, 1998). La LH
provoca la disociacion de las células del cimulos con el ovocito, terminando asi el
flujo de las sustancias inhibidoras de la meiosis en el ovocito (Cha y Chian, 1998). La
maduracion citoplasmatica incompleta es un factor de riesgo para la formacion del
pronucleo masculino e incrementa las anormalidades cromosémicas después de la
fertilizacion (Thibault et al., 1975).

Los ovocitos maduros pueden ser clasificados en los siguientes criterios (Palma,
2001):

1. Sin expansion.

2. Mala expansion de las células del cumulo (células del cumulo parcialmente

densas) y citoplasma del ovocito picnotico).

3. Cumulo moderadamente expandido (células del cumulo y de la corona radiada

sueltas y la Zona Pelucida [ZP] no es claramente visible).

4. Camulo completamente expandido (células del cumulo y de la corona radiada

completamente expandidas, ZP claramente visible).



Fecundacién In vitro.

La fertilizacion es un proceso de la reproduccion tipo sexual en que se lleva a cabo
mediante la unién de un ovulo y un espermatozoide. La fertilizacion de un ovocito
comprende una serie de eventos en un orden cronologico y que llevan a la
incorporacion del material genético del espermatozoide en el citoplasma del ovocito,
dando origen a la formacion de un cigoto (Alberts et al., 2002).

Los espermatozoides capacitados in vitro estan dotados de una serie de habilidades,
incluyendo la penetracion de las capas del cimulus y la unidn a la Zona Pellcida
(ZP) lo que provoca la Reaccion Acrosomal (RA). En condiciones in vitro este
procedimiento sucede cuando se realiza el lavado y centrifugacion de los
espermatozoides mediante la limpieza a través de gradientes de Percoll de diferente
densidad. Los espermatozoides que aparecen en el pellet por lo general se incuban
en medios enriquecidos con bicarbonato, que estimula una serie de eventos en los

espermatozoides (Gadella 'y Van Gestel, 2004).

A la serie de cambios que un espermatozoide debe de experimentar antes de que
adquiera la capacidad de fertilizacion se le denomina: capacitacion espermatica. El
desafio para quienes realizan FIV es imitar las condiciones fisiolégicas in vivo,
proporcionando espermatozoides con un ambiente que apoye a la capacitacion

espermatica (Hasler y Barfield, 2014).

El medio en el que se incuban los espermatozoides y ovocitos tiene un pH
generalmente alto (7,5 vs. 7,3 en los medios de maduracién y cultivo). Un medio
basico que puede ser utilizado es Tyrode y Krebs-Ringer medios suplementados con

una fuente de energia (glucosa, lactato, piruvato) y albamina (Yanagamachi, 1994).

El agente principal para realizar la capacitacién espermatica in vitro adicionado a los
medios de la fertilizacidn, es la heparina. Ahora se sabe que la heparina ayuda a la

eliminacion de los componentes del plasma seminal de la superficie de los



espermatozoides mediante la union a proteinas y estimulando el flujo de salida de

colesterol y fosfolipidos (Breininger et al., 2010).

El método utilizado para la capacitacion de los espermatozoides es por
centrifugacion a través de gradientes de percoll de diferente concentracion. Este
gradiente discontinuo se prepara con una soluciéon Tyrodes Albumina Lactato
Piruvato (TALP) espermatico mezclado con Percoll® (Sigma). El gradiente mas
comun es una mezcla de columnas; Percoll al 45% sobre una mezcla de Percoll 90%

usando un tubo cénico de 15 mililitros (ml).

El semen se coloca sobre las columnas en la parte superior del gradiente y se
centrifuga a 1000 gravedades (G) durante un tiempo determinado, dependiendo del
volumen de la columna a través de la cual los espermatozoides deberan viajar. Esto
aisla a los espermatozoides intactos en la parte inferior del tubo de centrifugacion
(Hasler y Barfield, 2014). Un método alternativo para aislar los espermatozoides
intactos es "swim up”, consiste en permitir a los espermatozoides nadar hacia arriba
de un gradiente de albamina, de donde finalmente se aspiran después de un periodo
de tiempo (Hasler y Barfield, 2014).

Cultivo Convencional en Grupos

El cultivo de embriones in vitro de forma convencional se realiza en grupos de 40-55
embriones en 400-500 microlitros (ul) de medio de cultivo o en grupos de 10
embriones en microgotas de 100 pl, donde normalmente se obtiene un porcentaje de
blastocistos de 30 a 40% (Salvador et al., 2011). Dado que los embriones se
encuentran dentro de una misma area, comparten el mismo medio celular, entonces
los factores paracrinos que secretan se acumulan en el medio y pueden ejercer
efecto benéfico en las células de los embriones adyacentes, lo que beneficia el
desarrollo de todos los embriones dentro del grupo. Sin embargo, debido a que los
embriones estan en grupo es dificil identificarlos de forma individual (Fujita et al.,
2006).



Cultivos individuales

Con el propésito de poder obtener sistemas de cultivo que permitan la obtencion de
embriones de forma individual con las mismas ventajas que proporciona el sistema
de cultivo en grupo, en los ultimos afios se ha logrado individualizar el cultivo de los
embriones mediante sistemas donde la caracteristica principal es compartir el medio
de cultivo mientras el embrién permanece fijo en una parte de la caja de cuatro pozos
(Vajta et al., 2010). Se han empleado gran variedad de estrategias para el cultivo
individual de embriones en mamiferos, incluido el cultivo en Microgotas sumergidas
en aceite mineral (Fujita et al. 2006), en capilares de vidrio (Thouas et al., 2003), en
micro pozos (Vajta et al., 2000), en el adhesivo celular Cell-Tak (Gopichandran y
Leese 2006), entre los filamentos de una malla de poliéster (Booth et al., 2007) y el
uso de tecnologia microfluidica (Wheeler et al., 2007). La mayoria de los estudios
gue informan datos sobre el cultivo individual tienden a centrarse Unicamente en la
parte post-fertilizacion y del proceso de desarrollo (es decir, de cigoto a blastocisto),
pocos estudios han informado del cultivo individual en ovocito inmaduro, en la etapa
de blastocisto y en la mayoria de los casos se observa una marcada disminucion en
el desarrollo del blastocisto (Oyamada et al., 2004). La capacidad de hacer esto con
exito y consistentemente, facilitaria enormemente los estudios donde la identificacion
de ovocitos individuales o embriones es necesaria; por ejemplo, en el estudio de la
relacion entre los parametros del foliculo y la competencia de desarrollo de ovocitos,
para identificar marcadores de ovocitos competentes, o desde un punto de vista
aplicado, cuando la recoleccion del 6vulo produce una pequefia cantidad de ovocitos
por donante (Matoba et al., 2010).

Sistema Pozo dentro de Pozo (WOW)

El sistema WOW, fue disefiado por Vajta et al., (2000) y consiste en realizar, de
forma manual, presion con una aguja sobre la base del plato, micropozos de 200 a
300 micrometro (um) de diametro, dentro de un pozo de una caja de cultivo celular

de cuatro pozos. Cada uno de los micropozos permite albergar un embrion, al cubrir
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la caja con el medio de cultivo celular todos los micropozos lo comparten, por lo que
los factores de crecimiento que los embriones secreten se concentraran en él, al
igual que como sucede en el cultivo en grupo (Vajta et al., 2008). En un principio este
método se realiz6 con embriones clonados libres de la zona pelucida, con el objetivo
de mantener los blastomeros juntos en un solo lugar sin que estos se dispersaran
(Vajta et al., 2010). La distancia 6ptima para que los embriones de bovino lleguen a
la etapa de blastocito es de 165 pum (Gopichandran y Leese, 2006). Sugimura y
colaboradores (2010) desarrollaron una caja de un pozo que tiene dentro de él mas
pozos a base de poliestireno (WOW). Las cajas de cultivo WOW tienen 35 milimetros
(mm) de didmetro, con cada caja configurada con una pared circular en el centro que
rodea 25 micropocillos arreglado en una matriz con cinco columnas y cinco filas.
Cada micropocillo cuenta con 287 um de diametro y 168 um de profundidad y cada
micropocillo se separo por 150 um. La parte inferior de cada micropocillo inclinado
hacia el centro del pozo (angulo de inclinacion, 7.18°). El muro circular es de 7 mm
de didmetro y 1.5 mm de altura y se usé para microgotas de medio de cultivo
(Sugimura et al., 2010)

Las cajas de cultvo WOW fueron fabricadas con el moldeo de inyeccion
convencional. Un molde de metal fue fabricado por mecanizado y luego instalado en
una maquina de moldeo por inyeccion para generar réplicas de cajas de cultivo
WOW. El poliestireno fue elegido como el material para la caja de cultivo WOW ya

gue no contiene riesgos de toxicidad para el cultivo celular (Sugimura et al., 2010).

Los métodos actuales para el aislamiento de embriones individuales son sin
embargo problematicos; el cultivo de un solo embrién se asocia con baja densidad de
embriones y desarrollo embrionario alterado, por el deterioro del desarrollo de la
etapa de blastocisto, por el bajo niumero de células. Ademas de las dificultades que
surgen de la baja densidad de embriones, en el cultivo de embriones en las gotas
pequefas, el volumen conduce a la acumulacién de sustancias toxicas tales como
amonio y radicales libres derivados de oxigeno (Johnson et al., 1994). Lo que puede

ser perjudicial para los embriones y puede conducir a anomalias del desarrollo. El
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reemplazo del medio podria tedricamente compensar la acumulacién de toxinas,
pero puede ser perjudicial para el desarrollo embrionario y eliminaria factores

autocrinos / paracrinos de accioén positiva (Fukui et al., 1996).

Para superar los problemas asociados con esos métodos, se ha formulado la
hipétesis de que el sistema de pozo dentro de pozo (WOW), proporciona un
macroambiente adecuado (soporte nutricional y diluciébn de productos toxicos
metabolizados) y microambiente (acumulacién de autocrina y/o paracrina de factores
de los propios embriones) para el embrién, lo que resulta mejor a la etapa del
desarrollo de blastocisto para embriones cultivados a baja densidad (Vajta et al.,
2000). Otros métodos de fabricacion manual para desarrollar el cultivo en micro pozo
se han usado también; sin embargo, estos métodos requieren preparacion manual
por fusidn o usando una aguja o cilindro con cambio de forma de superficie inferior.
La uniformidad del diametro, la profundidad de cada micropozo es por lo tanto, dificil
de lograr. Ademas, la reparacion manual deteriora en gran medida las caracteristicas
Opticas de la caja de cultivo, y la visibilidad de los embriones es mas pobre cuando

es observado bajo un microscopio invertido (Hoelker et al., 2010).
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MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon del experimento

El presente experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Recursos Genéticos
Acudticos y Pecuario del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) ubicado
en Tepatitlan de Morelos a 65km de Guadalajara, Jalisco, México.

Colecta de ovarios

La recoleccién de ovarios fue de vacas y vaquillas sexualmente maduras, se realiz6
en el Rastro Municipal de la ciudad de Guadalajara, Jalisco, a una latitud 20°37°03""N
y una longitud 103°20°43°W, sin considerar grupos raciales (Bos- indicus y Bos-
taurus) ni estado reproductivo. Los Ovarios fueron recolectados directamente del
paquete visceral 15 a 20 minutos después del sacrificio; los ovarios fueron
almacenados en bolsas de plastico con solucion salina fisiolégica (SSF) al 0.9% de
NaCl, adicionada con sulfato de gentamicina y a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron enjuagados con Alcohol etilico al 70% (70%ETHO) y se
colocaron en una segunda bolsa con SSF y se transportaron al Laboratorio en un
periodo no mayor a 2 horas, a temperatura ambiente.

Una vez en el laboratorio los tejidos excedentes de los ovarios fueron retirados y los
ovarios se enjuagaron nuevamente con SSF y posteriormente con 70%ETHO a 35°
C y se depositaron en un contenedor de plastico con SSF a 35°C para la aspiracion

de los foliculos ovaricos.

Aspiracion folicular

Los ovarios se colocaron en una charola plastica (figura 1) con papel absorbente
estéril con la finalidad de retirar el excedente de SSF, posteriormente se realizé la
aspiracion de los foliculos, de 2 a 8 mm de diametro, con una jeringa hipodérmica de
10 ml estéril y aguja de calibre 18G (Rizos et al., 2003). Se puncioné el parénquima

ovarico para que los foliculos fueran aspirados por presion negativa, el fluido folicular

13



obtenido se depositd en tubos conicos de 50 ml dejandolos sedimentar por 15 min en
bafio seco a 35°C, para suplementar el liquido folicular colectado, se us6 el medio de
mantenimiento y manipulacion de ovocitos (H-CDM-M).

(5] o parte e magen con el e fiadorcerelacion 1415 1o s encontr e el arcive,

Figura 1. Aspiracion de foliculos de ovarios bovinos post-mortem.

Seleccidon de ovocitos

El pellet del paquete celular y de detritus se tomoO del tubo cénico con una pipeta
serologica y se depositdé en una caja Petri de 60mm, y se agregaron 10ml de
HCDMM (medio de mantenimiento y manipulacién de ovocitos) para poder realizar la
busqueda de los complejos cumulo-ovocito (COC) con ayuda del microscopio
estereoscopio a 10x (Leica M50, Alemania). Se seleccionaron los ovocitos inmaduros
segun la clasificacién de De Loos (1989) eligiendo ovocitos de calidad 1, usando una
micro pipeta de 10 a 20ul, se colocaron en una caja Petri de 35 mm con medio
HCDMM sobre una superficie de platina térmica a 35-37°C para realizar limpieza y
seleccidn de los ovocitos. Los ovocitos seleccionados se transfirieron a otra caja Petri
de las mismas dimensiones con HCDMM. Para el presente trabajo se utilizaron
ovocitos de calidad 1 (Palma, 2001).

Maduracién de los ovocitos In vitro

El medio de maduracion que se utilizé fue el IVM, el cual se conservd a una

temperatura de 4°C hasta el momento de ser utilizado, se incubd por 3 horas para
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gue se equilbre, a una atmosfera de 5% de CO; en aire a 38.5°C suplementado con:
100 pM de Cisteamina, 1 pg/ml de estradiol 1783, 1 ug/ml de LH, 15pg/ml de FSH y
50ng/ml de EGF, 5% de Albumina Sérica Bovina libre de &cidos grasos (BSA) tal y
como lo describen (Olso y Seidel, 2000), modificado por (De La Torre-Sanchez et al.,
2006). En una caja Petri de 4 pozos se agregé 1 ml de medio IVM, 50 ovocitos por
cada pozo, se incubaron a una atmosfera de 5% CO, en aire y 95% O, a 38.5°C, por
23 hrs.

Preparacién de los sistemas para el proceso de fecundacién In vitro

Para llevar a cabo la FIV se usé el medio de fertilizacion FCDM suplementado con
heparina. Previo equilibrio del medio en la incubadora por 2-3 horas, se procedio a
“sembrar” las gotas de FCDM en una caja Petri IVF Nunc ®. Se hicieron 10
microgotas de 80 ul de FCDM por caja, cubiertas con aceite mineral, se pusieron 10
ovocitos en cada gota y se colocé en la incubadora a 5% de CO; en aire a 38.5°C.

Capacitacidon espermatica

La preparacion espermatica se realizo 1 hora antes de la FIV. Antes de llevar a cabo
la FIV, se procedio al lavado de los espermatozoides. Para esto se selecciond una
muestra de semen analizada y comprobada por el laboratorio in vitro, se usé semen
congelado de raza Charolais en una pajilla convencional; la descongelacion del
semen se realiz6 sumergiendo la pajilla en agua a 35-37°C durante 30 seg. La pajilla
se seco, se cortd y se coloco una gota de semen sobre un portaobjetos para evaluar
la motilidad espermatica en un microscopio compuesto. El resto del semen se
depositd en un tubo cénico de 15 ml previamente preparado con dos gradientes de
Percoll; una columna de 2 ml de Percoll al 90% y otra igual al 45%. Se realiz6 una
centrifugacion de 1000 gravedades por 20 min para llevar a cabo la capacitacion
espermatica y separacion de los espermatozoides motiles (Figura 2). Después de
centrifugar se retir6 el excedente o sobrenadante, dejando Unicamente el Pellet
formado por espermatozoides capacitados, se diluyo con 5ml de medio HCDM-1; se

llevé a cabo una segunda centrifugaciéon de 280 gravedades por 5 minutos. En el
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periodo de tiempo entre ambas centrifugaciones los ovocitos se cambiaron a las
gotas de medio de fertilizacion (FCDM), previamente elaboradas y equilibradas. En la
segunda centrifugacion, se retird el excedente o sobrenadante dejando Unicamente
el Pellet. El Pellet se midi6é con ayuda de una micropipeta de 20 a 200l para conocer

su volumen.

Figura 2.Tubo cénico después de primera centrifugacion.

Concentracion espermatica

Se midi6 el volumen inicial del Pellet y se tomaron 5 pl del Pellet y se diluyo en 95 ul
de agua, teniendo una dilucion 1:20. Con esa muestra, se calculé la concentracion
del pellet usando el método de conteo en volumen fijo de la camara de Neubauer

(figura 3). Se ajusto la concentracién a 1 x 10° spm/ml.

Figura 3. Hemocitometro o cAmara Neubauer.
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Fecundacion de los ovocitos

Una vez ajustada la concentracion en el pellet de semen, se tomaron 10 pl del medio
gue contiene los espermatozoides y se depositd en cada gota conteniendo los
ovocitos. Los ovocitos se co-incubaron con los espermatozoides por un lapso de 18

horas.

Retiro de células cumulares

Antes de realizar el retiro de células cumulares se equilibra el medio de cultivo (2-3
h), posteriormente se hacen las gotas de 100 pl del medio de cultivo temprano (CDM-
1) sumergidas con aceite mineral en el sistema de microgotas, y en el sistema WOW
se hizo una gota de 120pul de medio CDM-1 encima de los micropozos. Después de
la FIV, las células del cimulus se eliminaron por el método de agitacion usando un
vortex mixer, colocando los presuntos cigotos en un tubo Eppendorf de 0.6 ml
paracrinos de HCDM1 y agitando en el vortex a la maxima agitacion durante 90
segundos. Después del vortex los presuntos cigotos se sacaron del tubo Eppendorf y
se colocaron en numeros iguales en los dos sistemas de cultivo en CDM-1(medio de
cultivo temprano), cada gota contendra 10 presuntos cigotos en el caso del sistema
de Microgotas y en el caso del sistema WOW los 25 presuntos cigotos se insertaron
en cada micropozo con ayuda de una micropipeta de 1 a 20ul. En este medio estaran
las siguientes 56 horas en la incubadora con una mezcla de gases de 5% de CO2,
5% de O2 y 90% de N2 a 38.5°C y 100% de humedad (Figura 4).

] twparece

Figura 4. Caja Petri dentro de incubadora.
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Transcurridas las 56 h los embriones se sacaron de la incubadora para realizar la
evaluacion de la division celular y el cambio al medio de cultivo tardio CDM-2.
Unicamente los embriones de 6 o mas células fueron tomados en cuenta para
continuar su desarrollo y pasarlos a CDM-2 en el sistema de Microgotas, los
embriones de mas de 6 células se depositaron en las gotas de 100yl de CDM-2 y en
el sistema WOW solo se cambi6 de medio sin extraer los ovocitos con menos de seis
células divididas. Previamente los embriones seleccionados de mas de 6 células
fueron manipulados en HCDM-2. Finalmente, los embriones de més de 6 células se
depositaron en las gotas de 100yl de CDM-2, cubiertos con aceite mineral, se
incubaron hasta el dia 7 post-fertilizacién con 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, a
38.5°C.

Aspectos a considerar para la evaluaciéon embrionaria

La evaluacion morfoldgica es un método de evaluacion embrionaria no invasivo, sin
embargo es relativamente subjetivo, por otra parte se han postulado diversos
parametros que pueden ser utilizados para hacer la evaluacion embrionaria con
ayuda de un microscopio estereoscopio que podrian disminuir la subjetividad
(Gardner et al., 2001; Moriwaki et al., 2004).

» Los principales parametros que se consideran en la evaluacion morfologica
son:

Color del embrion.

Apariencia citoplasmatica

Integridad de la zona pellcida.

Diferenciacion entre masa celular interna y trofectodermo.

Numero de blastémeros.

Blastémeros extruidos

V V V V V V V

Tamario, forma y simetria de los blastbmeros.
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Criterios para la evaluacién de la calidad embrionaria

La evaluacion de los embriones se realiza con la ayuda de un microscopio
estereoscopico con un aumento de 50 a 100x, mientras el embrién se encuentra en
una caja con medio de mantenimiento. Es aconsejable evaluar el embrion desde la
parte inferior de la caja con la finalidad de poder visualizar al embrién desde
diferentes perspectivas (Figura 5). El diametro de los embriones bovinos oscila entre
80 a 90 um, pero puede alcanzar 180 um después de la expansion del blastocisto.
La zona pelucida tiene un espesor aproximado de 12 a 15 um. La evaluacién de la
calidad del embrién sera realizada tal y cémo lo describen B6 y Mapletoft, (2013).

Como se muestra a continuacion y en Anexo 8.

Los codigos para la calidad embrionaria son numéricos y estan basados en la
integridad morfolégica de los embriones. Los codigos para la calidad embrionaria van

del 1 al 4 como se explica a continuacion:

Calidad 1: Excelente. Los embriones tienen una masa esférica y simétrica con
blastomeros individuales que son uniformes en tamafo, color y densidad. Este
embrién es consistente con su etapa de desarrollo esperado. Debe presentar
irregularidades minimas y al menos el 85% del material celular debe estar intacto con

masa embrionaria viable.

Calidad 2: Bueno. Estos embriones tienen irregularidades moderadas en la forma
general de la masa embrionaria 0 en el tamafo, color y densidad de las células
individuales. Al menos el 50% de la masa embrionaria debe estar intacta. La
supervivencia de estos embriones a los procedimientos de
congelacién/descongelacion es bajo comparado con los embriones de calidad 1, pero
las tasas de gestaciones son adecuadas si los embriones son transferidos en fresco
a receptoras. Por lo tanto estos embriones son llamados a menudo “transferibles”,

pero no “congelables”.
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Calidad 3: Regular; estos embriones tienen mayores irregularidades en la forma de
la masa embrionaria 0 en tamafio, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 25% de la masa embrionaria tiene que estar intacta. Estos embriones no
sobreviven a los procedimientos de congelacién/descongelacion y las tasas de
gestaciones son mas bajas que aquellos obtenidos de embriones de calidad 2 si son
transferidos en fresco a receptoras.

Calidad 4: Muerto, degenerado, malo. Estos podrian ser ovocitos o embriones de 1

célula. Estos embriones no son viables y deberan ser descartados.

Figura 5. Caja WOW y Caja de microgotas con embriones.

Variable de respuesta para la calidad embrionaria

La evaluacion de la calidad embrionaria se realiza en el dia 7. Para el presente
experimento los embriones obtenidos de calidad 1 fueron tomados en cuenta para el
analisis estadistico. La unidad experimental en este estudio es la gota que contendra
10 embriones y la caja WOW con 25. La cantidad de embriones de calidad 1 sera
dividida entre la cantidad de embriones que contiene cada una de las gotas

experimentales para expresar el resultado en porcentajes. Con un objetivo
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secundario se obtendra el porcentaje de los embriones de calidad 2, 3 y 4 asi como

se describié para su evaluacion.

Escala para la evaluacion del desarrollo embrionario

La clasificacion del desarrollo embrionario se determinara con el microscopio
estereoscopico. Cada embridn recibird una clasificacion del 1 al 8 de acuerdo a su
fase o etapa de desarrollo embrionario tal y cémo lo describen (Dorn y Kraemer,
1987, IETS 1998).

1 = Ovulo;

2 = Embrion de 2 a 16 células;

3 = Mérula temprana,;

4 = Morula compacta;

5 = Blastocisto temprano;

6 = Blastocisto;

7 = Blastocisto expandido; y

8 = Blastocisto eclosionado.

Analisis estadistico.

Los datos correspondientes al desarrollo embrionario fueron analizados mediante un
disefio estadistico completamente al azar y para evaluar la calidad embrionaria se

utilizé una prueba de medias (Turkey) (a=0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de Divisidn celular > 6 células embrionarias.

Los datos obtenidos de fertilizacién se tomaron en cuenta para constatar la fertilidad
del semen, sin embrago la etapa experimental se llevd a cabo post-fertilizacion. Es
ahi donde se toma en cuenta que diferencia hubo en cada sistema por el porcentaje

division celular mayor a 6 células.

Las condiciones medioambientales que proporciona el cultivo celular, posterior a la
FIV, son determinantes para que se desarrolle un blastocito de calidad. La calidad
del medioambiente celular posterior a la fertilizacion es critica para que se pueda dar
una adecuada activacion del genoma embrionario, después de la fertilizacion, el
desarrollo temprano del embrion depende del acido ribonucleico (ARNm) para que
sea transcrito durante el crecimiento del ovocito y es solamente después de las
primeras divisiones, especificamente en la etapa de 6 a 16 células, que el genoma
embrionario es activado y que el embrion toma control de su propio destino

(Lonerggan et al., 2003).

El analisis de varianza para el porcentaje de division celular (>6 células) en las
variables de respuesta, indica no diferencia significativa para ambos tratamientos
(P>0.1). (CV= 13.5). Los valores numéricos para cada tratamiento (61% microgotas
y 59% WOW) en la variable de respuesta referida se muestran en la tabla 3 y en la
Figura 6. Indicando que ambos métodos empleados no afectan el porcentaje de
divisién celular (>6 células) en los cigotos. Estos resultados son menores que los
reportados por Sugimura (2010) donde presentd una division celular de 79% en

Microgotas y 86% en WOW. Sin diferencia significativa entre métodos.
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Figura 6. Media de fertilizacion y division celular de cada sistema

Tabla 1. Medias de fertilizacién y divisién de mas de seis células.

Divisién +6
Tratamiento N
Fertilizacion Células
Media + SD Media £ SD
Microgotas 800 0.753+0.057 a 0.611+0.054 a
WOow 800 0.708+0.075 a 0.594+0.101 a

Varias investigaciones arrojaron que en in vitro el desarrollo de la etapa de pre
implantacion de embriones mamiferos se benefician cultivandolos en grupos (Wiley
et al., 1986; Goto et al., 1990; Canseco et al., 1992; Gardner et al., 1992, 1994;
Palma et al., 1992) aunque también hay algunos informes que indican que no existe
tal efecto benéfico (Hazelegar et al., 1995). La estimulacién mutua del desarrollo de
embriones cultivados en grupos se suele atribuir a factores producidos por los
embriones como la insulina, factores de crecimiento (IGF), factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Walker et al., 1998). En In vivo, estos factores son secretados por
el tracto reproductivo o por el propio embrién y permanecen altamente concentrados

en el volumen de fluido mintsculo que rodea el embrién. En el cultivo grupal, usando
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los medios y métodos de incubacion apropiados, pueden dar lugar a un alto
desarrollo de los embriones in vitro en bovino (hasta 40% de blastocistos sobre
ovocitos puestos en maduracion), con altas tasas de competencia embrionaria post-
transferencia (verificado por las tasas de gestacion y partos, asi como baja aparicion
de trastornos del desarrollo) (Jacobsen et al., 2000). No obstante, lo anterior, el
cultivo grupal también ofrece desventajas, como el posible efecto perjudicial de
ovocitos no fertilizados y embriones muertos en la gota de cultivo (Jones et al.,
1998), y la pérdida de la capacidad rastrear embriones individualmente en todo el

periodo (Moessner y Dodson, 1995).

Por otro lado, el empleo de las cajas de cultivo WOW utilizadas en este trabajo, por
su material y el método de moldeo, presentan bajos riesgos de toxicidad para el
cultivo celular, por lo que su comparacion contra el uso de microgotas en cajas
Nunc® especiales para cultivo in vitro de embriones, resulta valida (Sugimura et al.,
2010).

Produccion de embriones dia 7 y 8.

La Tabla 4 y figura 7 muestran los resultados del porcentaje de produccion de
embriones a los dias 7 y 8; en este caso en el dia siete en el sistema de Microgotas
fue de 25.3%, aumentando en el dia ocho a 33.7%. En el sistema WOW fue de
25.7% aumentando en el dia ocho a 32.5%, sin diferencia significativa entre los dos

tratamientos (P>0.1).

Tabla 2. Medias de produccién de embriones de dia 7 y dia 8.

] Dia 7 Dia 8
Tratamiento N ] ]
Media + SD Media + SD
Microgotas 800 0.253+0.0282 0.337+0.0272
wow 800 0.257+0.0362 0.325+0.0252
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Figura 7. Media de produccion de embriones por dia.

En un trabajo similar, (Sugimura et al., 2010) tuvieron como resultado una reduccion
en la tasa de muerte celular en el cultivo WOW y el consumo de oxigeno en
blastocistos derivados de WOW fue mas cercano al nivel fisiolégico que el de control.
Ademas, concluyeron que el cultivo WOW mejoré la viabilidad embrionaria, segun lo
indicado por el aumento de las tasas de prefiez en los dias 30 y 60 después de la

transferencia de embriones que ellos llevaron a cabo y evaluaron.

Calidad de embriones dia 7 y dia 8.

Dia 7.

El total de embriones obtenidos para el dia 7 fue del 25% (microgotas) y 25% (WOW)
asi mismo de este porcentaje embrionario se evaluaron la calidad de las células
embrionarias de los mismo obteniéndose que dentro de la calidad 1 se observé un
33% (microgotas) y 42%(WOW), la calidad 2 un 43% (microgotas) y 45% (WOW), la
calidad 3 un 22% (microgotas) y 11% (WOW) y en calidad 4 no hubo embriones.
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Por lo tanto para la Calidad de los embriones, tanto en el dia 7 como en el dia 8, se
observé un mayor porcentaje de embriones calidad 1 en el sistema WOW que en el
cultivo en grupo, lo cual marca una diferencia significativa entre ambos (P<0.05), esto
indica que bajo este sistema se crearon condiciones mas apropiadas para el
desarrollo normal de los embriones (Tablas 6 y 8, figuras 8 y 9).

Los analisis de varianza del dia 7 y sus cuatro calidades se encuentran en la seccion
de anexos, donde se puede ver que se comportaron de forma heterogénea, debido a
la variabilidad entre ellas (A1, A2 y A3).

Se ha observado que los embriones son mas sensibles a los efectos adversos del
cultivo cuando estos son cultivados de forma individual o en grupos muy pequefios
(Stokes et al., 2005), sefialan que este acontecimiento no ocurre cuando se cultiva
en grupos grandes, ya que los embriones se encuentran muy cerca y los factores
secretados por el embrion actuan de forma autocrina en ellos mismos y/o paracrina
en los embriones vecinos por lo que se provee un efecto de factores de manera
compensatoria a lo que sucede in vivo, debido a la falta de factores secretados por el
tracto reproductor de la hembra, estos factores protegen a los embriones de una
probable muerte celular, estimulando el crecimiento y la sobrevivencia (Almagor et
al., 1996).
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Figura 8. Media de produccion de embriones en dia siete y de evaluacion de
calidades.

El microambiente en el sistema WOW puede promover un nivel fisiolégico del
metabolismo en los embriones, similar al que se observa para los blastocistos
generados in vivo, lo que resulta en una baja incidencia de muerte celular y aumento
del éxito de gestacion y el aumento de la viabilidad también puede ser resultado de la
acumulacion de concentraciones adecuadas de factores autocrinos y / o paracrinos

en micropozos (Sugimura et al., 2010).

No se encontraron diferencias significativas para las variables de % de blastocistos al
dia 7 y % de blastocistos al dia 8 de cultivo para los dos sistemas de cultivo (P>0.1);
sin embargo, el sistema de cultivo WOW arrojé6 mayores porcentajes de embriones

calidad 1 en los dias 7 y 8 post-fertilizacion (P<0.05).
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Tabla 3. Medias de produccion de embriones en dia 7 y medias por calidad

Trat Embriones Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Calidad 4
) Media +
N Media + SD Media + SD Media = SD Media = SD SD
0.253+0.028 0.439+0.148
Microgotas 800 a 0.337+0.1052 a 0.225+0.0952 0+0a
0.257+0.036 0.425+0.111 0.456+0.121 0.117+0.100
WOwW 800 a b a b 0+0a

Trat* tratamiento.

Dia 8.

El total de embriones obtenidos para el dia 8 fue del 33% (microgotas) y 32%
(WOW) este porcentaje es mayor que el del dia 7, porque en este dia 8 se toman en
cuenta de igual manera los embriones del dia 7, asi mismo de este porcentaje
embrionario se evaluaron la calidad de las células embrionarias de los mismo
obteniéndose que dentro de la calidad 1 se observdé un 14% (microgotas) y
41%(WOW), la calidad 2 un 30% (microgotas) y 29% (WOW), la calidad 3 un 22%
(microgotas) y 12% (WOW) y en calidad 4 un 32% (microgotas) y 16% (WOW).

Los andlisis de varianza del dia 8 y sus cuatro calidades se encuentran en la seccion
de anexos, donde se puede ver que se comportaron de forma heterogénea, debido a
la variedad entre ellas (A4, A5, A6y A7).

En la Tabla 8 y Figura 9 se observa la diferencia significativa en calidad 1 del sistema
WOW al igual de la calidad 3 y 4. Esto indica que los embriones obtenidos por medio
de WOW tienen mejor viabilidad que los de microgotas. Estos resultados estan de

acuerdo con el trabajo de (Sugimura, et al., 2010).
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Tabla 4. Medias de produccion de embriones en dia 8 y medias por calidad.

Tratt Embriones Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Calidad 4
N Media + SD Media £ SD Media £ SD Media + SD Media + SD
0.337+0.027 0.306+0.112
Microgotas 800 a 0.143+0.1302 a 0.223+0.095%  0.326+0.1472
0.325+0.025 0.412+0.096 0.291+0.117 0.129+0.124 0.166+0.100
WOow 800 a b a b b

Trat* tratamiento.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos puede concluirse que el sistema WOW tiene la
capacidad de ofrecer la misma tasa de produccién embrionaria que el sistema
tradicional de cultivo en grupo, pero con la ventaja de que se producen mas
embriones de calidad 1 y con la ventaja adicional de que permite el seguimiento
individual de los embriones para varios propositos. En cuestion de division celular y

produccion de embriones no hay diferencia significativa.

Los resultados del presente trabajo confirman la factibilidad del sistema WOW, que
entre otras funciones, sirve para poder detectar anomalias en el desarrollo
embrionario en cultivos individuales, que no es facil detectar | cuando se trabaja en

cultivos en grupo.
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Anexos

Anexo 1. Andlisis de varianza de embriones en el dia 7 con calidad 1.

Embriones dia 7 calidad 1

gl SC CcM P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.061 0.061 5.239 0.029
Error 30 0.353 0.011
Total 31 0.414 0.072
C.V. 28.439

Anexo 2. Analisis de varianza de embriones en el dia 7 con calidad 2.

Embriones dia 7 calidad 2

gl SC c™m P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.002 0.002 0.137 0.714
Error 30 0.553 0.018
Total 31 0.555 0.02
C.V. 30.316

Anexo 3. Andlisis de varianza de embriones en el dia 7 con calidad 3.

Embriones dia 7 calidad 3

gl SC cM P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.094 0.094 9.808 0.003
Error 30 0.287 0.009
Total 31 0.381 0.103
C.V. 57.027
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Anexo 4. Andlisis de varianza de embriones en el dia 8 con calidad 1.

Embriones dia 8 calidad 1

gl SC cM P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.579 0.579 43.86 2.48
Error 30 0.396 0.013
Total 31 0.975 0.592
C.V. 41.339

Anexo 5. Andlisis de varianza de embriones en el dia 8 con calidad 2.

Embriones dia 8 calidad 2

gl SC c™m P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.001 0.001 0.124 0.727
Error 30 0.398 0.013
Total 31 0.399 0.014
C.v. 38.543

Anexo 6. Andlisis de varianza de embriones en el dia 8 con calidad 3.

Embriones dia 8 calidad 3

gl SC cM P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.071 0.071 5.792 0.022
Error 30 0.369 0.012
Total 31 0.44 0.083
C.V. 62.819

Anexo 7. Andlisis de varianza de embriones en el dia 8 con calidad 4.

Embriones dia 8 calidad 4

gl SC cMm P valor Pr (>P)
Tratamiento 1 0.203 0.203 12.81 0.001
Error 30 0.475 0.015
Total 31 0.678 0.218
C.V. 51.083
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Anexo 8. Grados de calidad embrionaria de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas.

Grado

Caracteristicas

(Excelente)

1
(Regular) »

»
v
(Muerto o
degenerad

0)

»

Ideal, esférico y simétrico.
Células de color, tamafio y textura uniforme.
Desarrollo embrionario corresponde al dia de

recoleccion.

Algunas imperfecciones.
Forma ligeramente irregular.
Blastomeros desprendidos de la masa celular y/o

posee una pequefia cantidad de vesiculas.

Defectos definidos: forma irregular, detritus celular,

color muy claro o muy oscuro Yy/o ligero
agrietamiento de zona pelucida.

Blastémero desprendido de la masa celular y/o
posee una pequefia cantidad de vesiculas y pocas

células degeneradas.

Defectos severos (defecto del grado Ill, més
desarrollo retardado).

Forma muy asimétrica.

Ruptura de zona pelicida (embrién puede estar
fuera de la misma).

Blastémero con degeneracién y vacuolizacion.

No transferible.
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