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1. INTRODUCCION GENERAL

La transferencia de embriones ha llevado a métodos de micromanipulacion para
aumentar el potencial reproductivo de hembras genéticamente superiores
(Beckett et al., 1999; Zavos, llimensee, & Kaskar, 2005).

La produccion de embriones genéticamente idénticos se puede realizar de dos
maneras: transferencia nuclear celular somatica (TNCS) o division de embriones.
La division de embriones imita el proceso natural que origina gemelos idénticos.
Dependiendo de la etapa de desarrollo de un embrién, la division se puede
realizar mediante separacion y cultivo de blastbmeros aislados (para embriones
en etapa de division) o biseccién (para morula o blastocisto) (Noli, Ogilvie, Khalaf,
& llic, 2017) y producir animales genéticamente idénticos con fines de
investigacion (Ilimensee & Levanduski, 2010).

La divisibn de embriones se utiliza para fraccionar mecanicamente blastocistos
en compactacion en dos mitades similares que, incluyen una distribucion
uniforme de la masa celular interna (MCI) y las células del trofoectodermo (TE)
entre los demi-embriones resultantes (Tao, Reichelt, & Niemann, 1995).
Willadsen y Polge (1981) demostraron que una proporcion reducida de la MCI
lleva a una disminucién de la viabilidad. La etapa de desarrollo del embrién es
importante al momento de la biparticién, ya que el tamafio del embrién original es
proporcional al nimero de células usadas para el desarrollo de los demi-

embriones resultantes (Noli et al., 2017).

La supervivencia de demi-embriones después de su transferencia a receptoras
suele ser menor que cuando se transfieren embriones enteros, lo anterior puede
deberse a la pérdida de viabilidad después de la division, por lo que, el demi-
embridn no es capaz de prevenir la regresion del cuerpo luteo (CL) en la hembra
receptora (Beckett et al., 1999). El establecimiento de la gestacion posterior a la
transferencia de demi-embriones depende en gran medida de la sincronia entre

la edad o etapa embrionaria y el endometrio receptor con relacion al dia de la



ovulacion (Schramm & Paprocki, 2004), pero también influye el nimero y la
calidad de las células embrionarias (Heyman, 1985). La pérdida de células
trofoblasticas en demi-embriones atribuida a la biseccion es 27 y 33 % en
blastocistos tempranos y blastocistos expandidos, respectivamente, y 65 % en

demi-mérulas (Tao et al., 1995).

La biparticion causa que el niumero de células y la fertilidad tiendan a disminuir
debido al dafio fisiolégico provocado al momento del corte (Dahlen, DiCostanzo,
Spell, & Lamb, 2012). Para que se logre una produccion alta de embriones
bipartidos es importante minimizar el dafio del embrién y mantener el nimero de
células viables al momento del corte, y asi, producir demi-embriones con mayor
potencial de desarrollo (Hashiyada, 2017). La transferencia de demi-embriones
frescos aumenta el porcentaje de partos 69 % (9/13), comparado con demi-
embriones congelados 11 % (1/9) (Seike, Sakai, & Kanagawa, 1991). Utilizando
la divisidn de embriones en especies de interés zootécnico, es posible aumentar
la tasa de prefiez de 70 % por transferencia de embriones producidos in vivo de

buena calidad, a 110 % transfiriendo dos demi-embriones (Wood, 2001).

La tasa de sobrevivencia para un demi-embrién varia entre 50 y 55 %, por lo que,
la division embrionaria proporciona un aumento de 30 a 40 % en la tasa de prefiez
(Wood & Trounson, 2000). En bovinos y ovinos, se han reportado tasas de
sobrevivencia de 50 % o mas cuando los demi-embriones se transfirieren 20 a
30 minutos después de la division (Shelton & Széll, 1988). Asimismo, Széll y
Hudson (1991) indicaron que demi-embriones ovinos y particularmente
blastocistos son viables cuando se transfieren en fresco a ovejas receptoras. La
divisibn de embriones se ha usado para aumentar la eficiencia en programas de
transferencia de embriones en ovinos en condiciones de clima templado. Sin
embargo, estudios donde se compare la efectividad de la técnica bajo
condiciones medioambientales variables es limitada. Por lo cual, en el estudio se
evaluo la eficiencia de la division de embriones como parte de un programa de

transferencia de embriones ovinos en condiciones de clima templado y célido.



En el Capitulo 2 se presenta una Revision de Literatura, en donde se describen
la importancia de transferencia de embriones, procesos fisioldgicos y trabajos

donde se ha realizado la técnica de division de embriones.

El Capitulo 3 es el articulo cientifico derivado del trabajo de tesis, se muestran
los resultados obtenidos con la transferencia de demi-embriones producidos in

vivo en dos condiciones ambientales de clima templado o clima calido.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Transferencia de embriones

La division de embriones se ha utilizado ampliamente en medicina veterinaria
para obtener ganado con caracteristicas genéticas deseables. Los primeros
terneros generados por division de embriones fueron registrados en la Asociacion
Holstein USA en 1982 (Yang et al., 2007). En ovejas, la division de embriones se

ha utilizado para aumentar el nimero de progenie (Széll & Hudson, 1991).

La divisién consiste en dividir mec&nicamente embriones post-compactacion en
dos mitades iguales. Al fraccionar blastocistos, los demi-embriones resultantes
deben incluir una distribuciéon uniforme de la masa celular interna (MCI) y las
células del trofoectodermo (TE) (Tao et al., 1995). La biseccion del blastocisto ha
sido eficaz en especies de mamiferos incluyendo cabras (Udy, 1987), ovinos
(Széll & Hudson, 1991), bovinos (Reichelt & Niemann, 1994) porcinos
(Nagashima, Kato, & Ogawa, 1989), ratones (Nagashima, Matsui, Sawasaki, &
Kano, 1984), equinos (da Silveira, de Souza, Sousa, Gelson, McManus, & Rumpf,
2005) y humanos (Noli et al., 2015).

2.2 Fisiologia hormonal y sincronizacion del estro

Para una mayor eficiencia productiva y reproductiva es necesario utilizar
farmacos hormonales especificos en hembras donadoras y receptoras.
Las gonadotropinas, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH), son glicoproteinas almacenadas en la hipofisis anterior, y participan en la
regulacion ovarica (Moor & Seamark, 1986). La FSH promueve el crecimiento y
la maduracion folicular de los ovocitos, induce en los foliculos maduros la
estimulacion de receptores a LH y apoya la liberacion de estrégenos; su
secrecion es constante, y presenta dos picos: uno conjuntamente a la descarga
preovulatoria de LH, y otro de menor intensidad dos a tres dias después (Filipiak,
Viqueira, & Bielli, 2016). La LH aumenta su concentracion, durante un corto

periodo, en forma de pulsos que decrecen progresivamente hasta su



concentracion basal (Franco & Uribe, 2012). La hipofisis anterior secreta los
pulsos de LH en respuesta a la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH),
la cual se libera al flujo portal-hipofisiario por el hipotalamo (Uribe-Velasquez,
Restrepo-Cadavid, & Osorio, 2010). Los mecanismos que modulan la liberacién
pulsatil de GnRH, que a su vez induce los pulsos de LH, representan una funcion
importante en el mantenimiento del ciclo (Campbell, Dobson, & Scaramuzzi,
1998). Durante la fase preovulatoria, el aumento de la secrecion de estrogenos
liberados por los foliculos ejerce una retroalimentacion positiva sobre el eje
hipotalamo hipofisiario, que induce al denominado "pico preovulatorio de LH". La
LH participa juntamente con la FSH en la maduracion final del foliculo, produce
la ovulacion, y la formacion del CL a partir del foliculo que presenta ovulacion
(Gibbons & Cueto, 1995).

2.3 Factores que afectan la respuesta a la ovulacion maltiple

El factor intrinseco de cada animal juega un rol primario en la respuesta al
tratamiento de ovulacién multiple, por lo que un porcentaje de hembras no
respondera al tratamiento hormonal. La variabilidad individual a la respuesta
hormonal de ovulacion multiple est4 condicionada por el estado fisiol6gico del
ovario y el numero de foliculos pequefios (1 a 2 mm) (Martinez-Rojero, Mejia-
Villanueva, Zarco-Quintero, Mastache-Lagunas, & Reyna-Santamaria, 2017). La
raza es otro factor de variacion, presentandose mayor respuesta a la ovulacion
multiple, embriones transferibles y crias nacidas en razas prolificas (Scaramuzzi
& Radford, 1983). Igualmente, la época de reproduccién también influye el
namero de ovulaciones por oveja (Baril, Casamitjana, Perrin, & Vallet, 1989).
Finalmente, la alimentacién juega una funcién importante en la respuesta a los
tratamientos hormonales de ovulaciéon multiple, pues se ha demostrado que no
solo afecta la respuesta ovulatoria, sino qgue ademas es posible que se presente
regresion prematura de CL (Scaramuzzi et al., 2006).

2.4 Induccion de la ovulacion en las hembras receptoras y sincronizacién

del estro entre donadora y receptora

La sincronizacién del estro en hembras receptoras y donadoras, generalmente



se realiza mediante tratamiento progestacional con dispositivos intravaginales,
gue contienen Progesterona (P4), Acetato de Medroxyprogesterona (MAP) o
Acetato de Fluorogestona (FGA) (Olivera, 2011). El objetivo de la sincronizacion
es disponer de un estado fisiol6gico sexual similar entre donadoras y receptoras,
al momento de realizar la transferencia de embriones. En ovinos, la
gonadotropina sérica de yegua gestante (PMSG) (200 a 400 Ul) se aplica al
momento de retirar las esponjas, y su retiro se adelanta 12 h con respecto a las
hembras donadoras (Gibbons & Cueto, 1995).

2.5 Colecta de embriones

La recuperacion de embriones se realiza mediante un lavado uterino, el cual se
practica entre siete y ocho dias después del servicio (Trasorras et al., 2017). El
dia del lavado uterino, la region abdominal se lava con agua limpia y detergente,
las hembras se rasuran y desinfectan con alcohol al 70 %, y se debe prestar
especial atencion a la eliminacion de cualquier material fecal residual (Fonseca
et al., 2016). Las donadoras se tranquilizan con xilacina (0.1 mg por cada 10 kg
de peso corporal, via intramuscular). Después de la exposicion del tracto genital
por laparoscopia, se cuentan los CL presentes en los ovarios. Los embriones se
recuperan enjuagando la punta de cada cuerno uterino con 50 ml de solucién
buffer a base de fosfatos (PBS). El medio se inyecta para producir una corriente
de arrastre (lavado o flushing) a través de los cuernos uterinos (Martinez et al.,
2015). Los embriones recuperados se evallan con un microscopio
estereoscopico, para calificar la etapa de desarrollo y la calidad de acuerdo con
los criterios determinados por la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS) (Lindner & Wright, 1983).

2.6 Evaluacién de la calidad morfologica embrionaria

De acuerdo con Rodriguez (2012), la calidad de las mérulas se evalla a través
de sus caracteristicas morfolégicas: la calidad uno o excelente consiste en un

embrion compacto (la masa celular debe ser mayor del 85 %), esférico, color



claro, desarrollo de acuerdo con su edad, pocas vesiculas, sin desechos
celulares ni blastomeros extruidos; la calidad dos o buena se refiere a un embrién
compacto que puede presentar una pequefia descompactacion (mas de 50 % de
las células deben estar intactas), color uniforme, desarrollo de acuerdo con su
edad, presencia de pocas vesiculas, blastomeros extruidos y desechos celulares;
la calidad tres o regular presenta una descompactacién marcada (por lo menos
25 % de las células deben estar intactas), desechos celulares, color oscuro o
zonas claras y oscuras, vesiculas y blastdmeros extruidos y masa pequefia; y la
calidad cuatro o mala o no transferible indica un embrién con degeneracion
marcada, masa pequefia (menor del 25 % de lo normal) color oscuro,

descompactacion marcada, vesiculas e irregularidades en los blastomeros.

Cuando un embrién se ha desarrollado hasta tener dos componentes celulares
MCly TE y cavidad o blastocele, se convierte en blastocisto; siendo distinguidas
para la evaluacion de la calidad. Los blastocistos que son simétricos y esféricos
con una MCI y TE intactos, que no contienen blastomeros extruidos visibles se
clasifican como una morfologia normal y se designan como calidad uno. Los
blastocistos anormales clasificados como calidad dos son embriones con; uno o
mas blastomeros extruidos presentes bajo la zona pelacida; uno o mas
blastomeros extruidos bajo la cavidad del blastocele; vacuolas en la capa de

trofoblasto; o ninguna masa celular interna visible (Zijlstra et al., 2008).

Desde el desarrollo de las primeras técnicas exitosas para la reproduccion
asistida en mamiferos, se ha hecho evidente que existe una relacion directa entre
la calidad del embrién y el éxito gestacional después de la transferencia de
embriones (Rocha et al., 2016). Lindner y Wright (1983) describen las etapas de

desarrollo de blastocistos recuperados en donadoras superovuladas:

Blastocisto: diferenciacion pronunciada de la capa externa de TE y la MCI oscura
y compacta. El blastocele es prominente con el embrién ocupando la mayor parte

del espacio perivitelino.



Blastocisto expandido: el diametro total del embribn aumenta drasticamente, con
un adelgazamiento simultdneo de la zona pellcida, aproximadamente un tercio
de su grosor original. Los embriones recuperados en la etapa de blastocisto
expandido con frecuencia parecen colapsados. Esto se caracteriza por una
pérdida total o parcial del blastocele; sin embargo, la zona pellcida rara vez

recupera su grosor original.

Blastocisto eclosionado: los embriones recuperados en esta etapa de desarrollo
pueden estar experimentando el proceso de eclosion de la zona pellucida. Los
blastocistos eclosionados pueden ser esféricos con blastocele bien definido o

colapsados.

2.7 Limitantes de la transferencia de embriones

Las técnicas de transferencia de embriones utilizadas en pequefios rumiantes se
basan en procedimientos quirdrgicos; se realizan con anestesia general que
necesita una combinacién de ayuno y medicamentos para el manejo y
manipulaciones quirdrgicas en los animales (Fonseca et al.,, 2013). Las
principales limitantes son las adherencias formadas por la cirugia en ovarios y
Gtero, que pueden comprometer el acceso al Utero como la captura de ovocitos,
y son responsables de disminuir el éxito y limitar colecciones sucesivas de

embriones (Fonseca et al., 2016).

Algunos factores que influyen en la eficiencia de los programas de Ovulaciones
Multiples y Transferencia de Embriones (MOET) son: i) la dificultad para obtener
embriones de buena calidad; ii) la supervivencia del embrion después de su
transferencia; iii) el uso de hormonas exdgenas, asi como protocolos para su
aplicacion; y iv) la variaciéon en la respuesta ovulatoria (Bari, Khalid, Haresign,
Murray, & Merrell, 2000). La variabilidad en la respuesta a los tratamientos de
superestimulacion se asocia a factores como la estacion del afio, el nimero de
veces que se superestimula la misma oveja, el tipo y la dosis de gonadotropina
empleada, las condiciones ambientales, el tamafio y etapa de desarrollo de los

foliculos antrales presentes en los ovarios al momento de iniciar el tratamiento de



superestimulaciéon y la fase de la onda folicular cuando se inyectan las
gonadotropinas (Téllez, 2012).

La supervivencia del embrién después de su transferencia depende de factores
relacionados tanto con la receptora como con el mismo embrion, siendo esencial
la sincronizacion de donadoras y receptoras, obteniéndose mayor supervivencia
cuando existen 12 h de asincronia. La variabilidad de la supervivencia de los
embriones (0 a 78 %) cuando la calidad embrionaria es la misma, se conoce

como "efecto donante" (Gibbons & Cueto, 2011).

El estrés térmico disminuye la tasa de prefiez y esta asociado con la muerte
embrionaria temprana (Wolfenson & Roth, 2019) que interrumpe las funciones
ovaricas y uterinas. La elevacion de la temperatura afecta diversos aspectos
relacionados con la gestacion, como la secrecion de hormonas reproductivas, la
calidad de los ovocitos, el éxito de la fertilizacion y el desarrollo embrionario
(Hansen et al., 2001). Los embriones en etapa temprana (de uno a ocho células),
son mas susceptibles a temperaturas elevadas que embriones en etapa
avanzada, como morulas o blastocistos (Hansen, 2007). Cuando los embriones
expuestos a estrés térmico en etapa temprana sobreviven, presentan un menor
namero total de células, especialmente células del TE en blastocistos (Sakatani,
2017). Por otro lado, la calidad y el nimero de embriones derivados de la
superovulaciéon disminuyen en condiciones de estrés térmico, debido a una
alteracion en la foliculogénesis, asi como la reducciéon en el flujo sanguineo

uterino y en las concentraciones de progesterona circulante (Silva et al., 2013).

2.8 Desarrollo del blastocisto

El establecimiento de la prefiez en ovejas y otros rumiantes domésticos comienza
en la etapa de blastocisto, e implica sefializacién coordinada del reconocimiento
de la prefiez e implantacion del conceptus y posterior placentacion (Spencer,
Johnson, Bazer, Burghardt, & Palmarini, 2007). Posterior a la ovulacion, si el
ovocito se fertiliza en el oviducto, el embriéon resultante ingresa al Gtero
aproximadamente cuatro dias después, formando un blastocisto entre los seis y

siete dias, el cual contiene dos capas de células, la MCI y una capa de células



TE que rodean la cavidad del blastocele (Spencer, Johnson, Bazer, & Burghardt,
2004). Después de la eclosion de la zona peltcida en el dia ocho, los blastocistos
se desarrollan en forma tubular el dia 11, el dia 12 comienzan a alargarse
alcanzando 10 cm o mas de longitud, el dia 14 alcanzan 25 cm o mas, y el dia
17 se forma un conceptus filamentoso (Forde & Lonergan, 2017; Hernandez-
Ledezma et al., 1992).

Aunque los blastocistos se pueden producir usando fertilizacion in vitro (FIV),
deben transferirse a un Utero receptivo para que los blastocistos eclosionados
crezcan y se desarrollen para formar un conceptus filamentoso alargado
(Heyman, Camous, Fevre, Méziou, & Martal, 1984). Las tasas de biosintesis de
proteina trofoblastica ovina-1 (0TP-1) por el embrién se limita a los dias 13 a 21
de prefiez, durante el periodo de maxima produccion alrededor del dia 15, un
solo embriéon puede producir de 0.1 a 0.5 mg de Interferon tau (IFN-t) en un
periodo de 24 h de cultivo in vitro (Gray, Burghardt, Johnson, Bazer, & Spencer,
2002).

Heyman et al. (1984) encontraron que embriones desarrollados de 14 a 16 dias
en el Utero de ovejas ciclicas podian prolongar la vida util del CL durante un mes,
en esta etapa de desarrollo temprano, el conceptus es largo y el trofoblasto es

aproximadamente 50 veces mas desarrollado que el disco embrionario.

2.9 Reconocimiento materno de la prefiez y receptividad uterina para la
implantacion en rumiantes

El reconocimiento materno de la prefiez (RMP) en ovinos, bovinos y caprinos
involucra mecanismos fisiol6gicos que resultan en la proteccion de los CL de la
lutedlisis por modificacion o inhibicion de la produccion uterina de pulsos
luteoliticos de PGF2a (Thatcher et al., 1985). Las proteinas uno del trofoblasto
ovino, bovino y caprino (0TP-1, bTP-1y cTP-1, respectivamente) son secretadas
por el TE del conceptus entre los dias 10, 21 y 24 de prefiez, respectivamente.
Estas proteinas antiluteoliticas son las responsables de inhibir la produccion

uterina de cantidades luteoliticas de PGF2a (Bazer et al., 1991).
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Desde el estado de blastocisto se detectan concentraciones bajas de ARNm y de
la proteina de IFN-t, aumentando su produccion alrededor del dia 10 al iniciarse
la fase de elongacion del embridn y su orientacion sobre la superficie endometrial
(Ealy & Yang, 2009). El aumento en la produccion de IFN-t se correlaciona con
una alta concentracion de Pas (Nephew et al., 1991), alcanzando una
concentracion maxima del dia 14 al 16 de gestacion. La expresion de IFN-t
disminuye posteriormente y deja de ser detectable a partir del dia 25 (Spencer &
Bazer, 2004). Ademas, al detectarse el receptor de interferon en embriones de
15 y 16 dias, se ha considerado la posibilidad de una regulacién autocrina de
IFEN-t (Imakawa et al., 2002).

En la mayoria de las especies, surge una necesidad critica en la primera etapa
de gestacion para llevar a cabo el RMP (Bowen, 2000). Esto se ha atribuido a
una disminucion de la comunicacion entre embrién y endometrio materno, debido
a una insuficiencia de apoyo hormonal (Dey et al., 2004). Las funciones de la P4
son: i) promover la secrecion uterina de IFN-t para el crecimiento y desarrollo del
conceptus, ii) insertar una ventana de receptividad, iii) inducir quiescencia y no la
contractilidad del miometrio para evitar el aborto, y iv) proteccién del embrion

contra el inmunosistema materno (Bazer, 2013).

El desarrollo del conceptus implica la transicion de un blastocisto esférico en el
dia siete de gestacion, a través de las formas ovoide intermedia (dia 12-13) y
tubular (dia 14-15), a un conceptus filamentoso (dia 16-17), durante la elongacion
aumenta en mas de mil veces su tamafo, asociado con un aumento en el
contenido total de proteinas (Forde & Lonergan, 2017). La longitud del trofoblasto
se duplica diariamente entre los dias nueve y 16, con un aumento particularmente

marcado del dia 13 al 14 (Berg, van Leeuwen, Beaumont, Berg, & Pfeffer, 2010).

Como el IFN-t es producido unicamente por el TE del conceptus, existe una
correlacion positiva entre la longitud y la secrecion de IFN-t (Rizos et al., 2012).
Los embriones, por lo tanto, deben alcanzar un tamafo adecuado para producir

cantidades suficientes de IFN-t y prevenir la lutedlisis (Berg et al., 2010), de lo
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contrario se provocaria una falta inherente de competencia en el desarrollo o una

consecuencia de la asincronia con el entorno materno (Forde & Lonergan, 2017).

2.10 Mecanismo de accion de la progesterona

La P4 favorece un adecuado ambiente uterino para el desarrollo embrionario y el
mantenimiento del conceptus. La P4es una hormona esteroide sintetizada por las
gonadas (ovarios y testiculos), bajo la influencia de las hormonas hipotalamo-
hipofisiarias FSH y LH, la corteza adrenal (zona glomerular y fasciculata) y en
hembras por la placenta durante la gestacion (Cutini, 2010). Sin embargo, la
fertilidad se ve reducida durante periodos de temperatura, humedad o ambos
elevados, indicando que las concentraciones plasmaticas de P4 son bajas
(Friedman, Roth, Voet, Lavon, & Wolfenson, 2012). Esto se puede atribuir a la
interrupcion del proceso de formaciéon del CL, una baja sintesis de progesterona
bajo hipertermia, o puede ser el resultado de foliculos preovulatorios deteriorados
que posteriormente forman un CL con funcién subdptima, donde las células de la
granulosa y teca luteinizadas obtenidas de los foliculos en estrés térmico
produjeron bajas concentraciones de P4 comparadas con las producidas en
invierno (Wolfenson & Roth, 2019).

2.11 Técnica de biseccion de embriones

La biseccion de embriones se ha realizado en varias especies domésticas como
ovinos (Willadsen, 1989), bovinos (Ozil, 1983), caprinos (Udy, 1987) y humanos
(Escriba, Valbuena, Remohi, Pellicer, & Simén, 2002) siendo ahora una préactica
comercial. La técnica de biseccion de embriones se realiza en embriones de seis
a ocho dias después de la fertilizacion (Gatica, Boland, Crosby, & Gordon, 1984;
Loi et al., 1998). Una ventaja de la técnica es que se puede aplicar en embriones
derivados de métodos in vivo e in vitro (Hashiyada, 2017). Durante el periodo de
1978-1983, Willadsen (1979) trabaj0 en varias micromanipulaciones de
embriones, principalmente en ovejas y vacas. Ademas, fue el primero en producir
mellizos monocigotos por biseccién de embriones de ovejas, vacas y caballos en
1978, 1979 y 1980, respectivamente.
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En ovinos, la biseccién de embriones se ha utilizado para aumentar el nimero de
embriones disponibles y producir grupos de gemelos idénticos para aumentar el
namero de progenie de ovejas donadoras (Cognié, 1999; Keefer, 2015). Existen
factores que influyen en la viabilidad de demi-embriones: la etapa de desarrollo
al momento de la division (Széll & Hudson, 1991) encontrando mayor porcentaje
de sobrevivencia para demi-blastocistos comparados con demi-mérulas (Shelton,
1992), la calidad del embrién, la micromanipulacion, y la presencia de células en

demi-embriones resultantes (Chan et al., 2000).

Un embrién de oveja en etapa de blastocisto tiene en promedio 115 células (81
células trofoblasticas y 37 en MCI), en el caso de demi-embriones tiene en
promedio 50 células (35 células trofoblasticas y 15 en MCI), y la pérdida promedio
de células dafadas es 15 (Skrzyszowska & Smorag, 1989). Tedricamente un
demi-embrién deberia tener la mitad del nimero total de células de un embrion
completo, pero esto no se cumple en la practica, debido a esto, el nimero de
células se reduce posterior al momento del corte (Morton, Rowe, Maxwell &
Evans, 2006). La mayor pérdida de células entre la MCl y TE en demi-embriones
se presenta principalmente en MCI, reduciendo su sobrevivencia (Skrzyszowska
& Smorag, 1989), aumenta la apoptosis, afectando la viabilidad, la implantacion
y el desarrollo fetal (Rho, Johnson & Betteridge, 1998).

Un factor importante al momento de biseccionar embriones por sistemas
convencionales, es hacer el corte sin dafiar gravemente o destruir el embrién
(Escribé et al., 2002). La biseccién microquirurgica de embriones se realiza bajo
un microscopio y con la ayuda de una micronavaja y un micromanipulador, el
procedimiento dura aproximadamente dos minutos (Széll, 1992). En estudios
preliminares para aplicaciones comerciales, la rapidez en la division es a menudo
importante, indicando que cortar el embrion tarda en promedio cinco minutos en
comparacion con colocar demi-embriones en zonas pelGcidas vacias que
demanda en promedio 12 minutos. Sin embargo, también puede significar menos

pares de gemelos monocigéticos, y un menor nimero de descendientes nacidos

13



por embrién dividido debido a una menor capacidad del demi-embrion para
sobrevivir (Udy, 1987).

El factor mas importante que limita el uso de la biseccion embrionaria es la
sobrevivencia de demi-embriones después de su transferencia (Skrzyszowska &
Smorag, 1989). La sobrevivencia de cada demi-embrién es baja, es menos viable
gue un embridn entero. Sin embargo, la biseccién representa una posible
estrategia reproductiva para aumentar el numero de crias nacidas por hembra
(Escriba et al., 2002). La técnica de biseccion de embriones en los sistemas de
produccién comercial permite la produccion de animales con caracteristicas y
genotipo deseados en cada nacimiento (carne, leche o lana) (Nicholas & Smith,
1983). Ademas, no se han reportado defectos fisiolégicos o de desarrollo en la

descendencia resultante de embriones divididos.
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3. TRANSFERENCIA DE DEMI-EMBRIONES OVINOS
PRODUCIDOS IN VIVO: SOBREVIVENCIA Y DESARROLLO
FETAL

3.1 Resumen

La respuesta a programas MOET es afectado por diversos factores, entre ellos
las condiciones medioambientales y en particular el estrés calérico. El estudio
evaluo el efecto de dos condiciones climaticas; clima templado (CT) o clima calido
(CC) sobre la transferencia de demi-embriones producidos in vivo en ovejas. Se
incluyeron 25 donadoras Charollais (17 en CT y 8 en CC) y se analiz6 tasa de
ovulacion (TO), tasa de recuperacion embrionaria (TRE), porcentaje de
embriones transferibles (ET) y porcentaje de ovocitos (OV). También se
consideraron 57 receptoras de pelo (38 en CT y 19 en CC) y se evalud porcentaje
de gestacién (PG), de partos (PP), de pérdidas fetales (PF), de partos gemelares
(PGEM) y de sobrevivencia de demi-embriones (PDE). Todas las hembras fueron
multiparas. Las ovejas se sincronizaron con esponjas conteniendo 20 mg de
Acetato de Medroxyprogesterona (MAP) por 12 dias, y las donadoras
superovuladas con 240 mg de FSH aplicada dos veces al dia por cuatro dias en
dosis descendente. Los estros se detectaron con macho marcador y las
donadoras se inseminaron por laparoscopia con 300 x 10° espermatozoides
como semen fresco. Los embriones se colectaron siete dias después del estro
por medios quirdrgicos. Blastocistos expandidos calidad uno, fueron divididos y
transferidos en pares a receptoras. El diagnéstico de gestacion se realizé 35 dias
después por ultrasonografia. Los resultados se analizaron con GENMOD de
SAS. Solo se encontraron diferencias (p<0.05) entre CT y CC para ET
(82.93+0.03 vs 32.76+0.06), OV (12.20+0.03 vs 67.24+0.06), PP (70.37+0.88 vs
38.46+0.13), PF (29.63+0.09 vs 61.54+0.13), PGEM (29.63+0.09 vs 7.69+0.07) y
PDE (35.53+0.05 vs 15.794+0.06). En conclusién, las condiciones de CC
redujeron significativamente la produccion y sobrevivencia de demi-embriones
ovinos producidos in vivo.

Palabras clave: ovejas, superovulacion, sobrevivencia, demi-embriones, célido,
templado.
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TRANSFER OF OVINE DEMI-EMBRYOS PRODUCED IN VIVO:
SURVIVAL AND FETAL DEVELOPMENT

3.2 Abstract

The response to MOET program is affected by a number of factors, including
environmental conditions and, in particular, heat stress. The study evaluated the
effect of two climatic conditions, temperate (CT) or warm climate (CC), on the
transfer of demi-embryos produced in vivo in sheep. In total, 25 Charollais ewes
were used as donors (17 in CT and 8 in CC), and ovulation rate (TO), embryo
recovery rate (TRE), percentage of transferable embryos (ET) and percentage of
oocytes (OV) were analyzed. Furthermore, 57 hair type ewes were included as
recipients (38 in CT and 19 in CC) and pregnancy rate (PG), lambing rate (PP),
fetal losses (PF), twining rate (PGEM), and demi-embryo survival rate (PDE) were
evaluated. All females were multiparous. The ewes were synchronized with
sponges containing 20 mg of Medroxyprogesterone Acetate (MAP) for 12 days,
and superovulated donors with 240 mg FSH applied twice daily for four days in a
descending regime. The oestruses were detected with a teaser ram, and donors
were inseminated by laparoscopy with 300 x 10° spermatozoa as fresh semen.
The embryos were collected seven days after oestrus by surgical procedures.
Expanded qualityone blastocysts were split and transferred in pairs into recipient
ewes. The diagnosis of pregnancy was carried out 35 days later by
ultrasonography. The results were analyzed with GENMOD of SAS. Differences
(p<0.05) were only found between CT and CC for ET (82.93+0.03 vs 32.76+0.06),
OV (12.20+0.03 vs 67.24+0.06), PP (70.37+0.88 vs 38.46+0.13), PF (29.63+0.09
vs 61.54+0.13), PGEM (29.63+0.09 vs 7.69+0.07) and PDE (35.53+0.05 vs
15.7940.06). In conclusion, CC conditions significantly reduced the production
and survival of sheep demi-embryos produced in vivo.

Key words: sheep, superovulation, survival, demi-embryos, warm, temperate.
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3.3 Introduccién

La divisibn de morulas y blastocistos en mitades antes de la transferencia de
embriones es un procedimiento comun de manipulacién embrionaria aplicado a
las especies de interés zootécnico (Beckett et al., 1999). La produccion de
embriones genéticamente idénticos se puede realizar de dos maneras:
transferencia nuclear celular somética (SCNT) o divisibn de embriones. La
division de embriones imita el proceso natural que produce gemelos idénticos.
Dependiendo de la etapa de desarrollo de un embrién, la division se puede
realizar mediante la biopsia de blastomeros (para embriones en etapa de division)
0 biseccién (para mérula o blastocisto) (Noli, Ogilvie, Khalaf, & llic, 2016).

Algunos factores que afectan la sobrevivencia de embriones divididos incluyen
su calidad (De Sousa et al., 2017; Hashiyada, 2017; Lopatarova et al., 2008;
Shea, 1999; Széll, MacLeod, Windsor, & Kelly, 1994), etapa de desarrollo
(McEvoy & Sreenan, 1990; Shelton, 1992; Williams, Elsden, & Seidel, 1984),
técnica de division (Bredbacka, 1991; Godke, Sansinena, & Youngs, 2014,
Hashiyada, 2017; Hashiyada, Okada, & Imai, 2005), microinstrumento de
biseccion (Lopes, Forell, Oliveira, & Rodrigues, 2001; Willadsen & Godke, 1984)

y experiencia del técnico (Rangel-Santos, 1991).

En general el uso de la divisién de embriones se justifica para producir pares de
gemelos idénticos con fines de investigacién (Bredbacka, Huhtinen, Aalto, &
Rainio, 1992; Celi et al., 2007; Chesné, Colas, Cognié, Guérin, & Sévellec, 1987)
y desde el punto de vista aplicado para incrementar al doble la produccién de
embriones a transferirse (Chesné et al., 1987) y en consecuencia el numero de
crias generadas de animales seleccionados en programas de ovulacion multiple
y transferencia de embriones (MOET) (Wells, Thompson, Tervit, James, & Udy,
1990).

La supervivencia después de la transferencia de demi-embriones a receptoras
suele ser menor en comparacion con la transferencia de embriones enteros
(Beckett et al., 1999), lo que podria deberse al dafio fisiolégico provocado al

momento del corte (Dahlen, DiCostanzo, Spell, & Lamb, 2012), generando la
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pérdida de viabilidad, por lo que el demi-embridon no es capaz de prevenir la
regresion del CL en la hembra receptora (Beckett et al., 1999).EI establecimiento
de la gestacion posterior a la transferencia de demi-embriones depende también
en gran medida de la sincronia entre la edad o etapa embrionaria y el endometrio
receptor (Schramm & Paprocki, 2004). Ademas, el numero y la calidad de las
células embrionarias influyen en su sobrevivencia (Heyman, 1985). A este
respecto, la pérdida de células trofoblasticas en demi-embriones atribuida a la
biseccion es de 27, 33y 65 % en blastocistos tempranos, blastocistos expandidos
y demi-morulas, respectivamente (Tao, Reichelt, & Niemann, 1995). Asimismo,
Heyman (1985) indic6 que posiblemente se debe a que algunos demi-embriones
no contienen el suficiente nimero de células viables para sostener un desarrollo
normal o que los demi-embriones tienen requerimientos diferentes comparados
con embriones enteros.

Mantener la viabilidad de las células en los demi-embriones es vital para su
sobrevivencia, por un lado, debido a que las células trofoblasticas estan
involucradas en el reconocimiento de la gestacion (Heyman, Camous, Fevre,
Méziou, & Martal, 1984) y por otro, las células de la masa celular interna
originaran al nuevo producto (Gardner, Papaioannou, & Barton, 1973). La division
de embriones ha sido usada para incrementar la eficiencia en programas de
MOET en ovinos generalmente mantenidos bajo condiciones de clima templado.
Sin embargo, estudios donde se compare la efectividad de la técnica bajo

condiciones medioambientales variables es limitada.

3.4 Objetivo
Evaluar la eficiencia de la divisiobn de embriones como parte de un programa

MOET en ovinos bajo condiciones de clima templado y calido.

3.5 Materiales y Métodos

Localizacion, animales y tratamientos

El experimento se realiz6 en dos explotaciones ovinas comerciales

caracterizadas por condiciones medioambientales divergentes. Una con
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condiciones de clima célido (lguala, Guerrero) y otra de clima templado
(Singuilucan, Hidalgo).

3.5.1 Localizacion

La primera parte del estudio se llevo a cabo en Iguala, Guerrero. Se localiza al
norte del estado de Guerrero, entre las coordenadas geograficas 18°13’ y 18°27’
N,y a99°29y 99°42’ O, a una altitud de 731 m. El clima es Aw que corresponde
a un clima de sabana o tropical seco, el periodo seco ocurre en invierno, con una
temperatura media anual de 34 °C. El clima es célido a lo largo de todo el afio,
superando todos los meses temperaturas maximas de 30 °C, mientras que las
minimas oscilan entre 18 °C, y una precipitacion promedio anual de 1022 mm. A
continuacion, se muestran las temperaturas durante el afio de experimento
(Cuadro 1). Asimismo, una representacion gréfica del comportamiento de las
temperaturas maximas, minimas y promedio (Figura 1).

Cuadro 1. Temperaturas minimas, méaximas y promedio presentadas en
Singuilucan Hidalgo.

Meses
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Min. 14.1 15.8 18.0 20.2 21.3 21.0 20.0 20.0 20.0 18.8 16.3 14.3
Méax. 39.0 425 425 44.0 45.0 44.0 39.5 39.5 39.5 39.0 38.0 38.0
Prom. 31.9 33.9 36.5 38.3 37.7 34.0 32.3 32.0 31.5 31.9 32.0 31.6

50.0
45.0
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

0.0
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

Min. Max. Prom.

Figura 1. Temperatura maxima, minima y promedio en Iguala, Guerrero.
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La segunda parte se llevd a cabo en una explotacion comercial de ovinos
localizada en Singuilucan, Hidalgo entre las coordenadas 19° 52’ y 20° 08’ N; 98°
21’y 98° 38’ O, a una altitud de 2250 m. El clima es C(w)b(i") g que corresponde
a un clima templado, el mas seco de los subhimedos con lluvias en verano, poca
oscilacion térmica y temperatura media anual de 14 °C, presentando una
temperatura minima de 6 °C, y una precipitacion promedio anual de 645 mm
(Garcia, 1997). El estudio dur6é ocho meses, comprendiendo de noviembre a
junio. En el (Cuadro 2) se muestran las temperaturas durante el experimento,
ademas de presentar de manera gréfica las temperaturas maximas, minimas y

promedio (Figura 2).

Cuadro 2. Temperaturas minimas, maximas y promedio presentadas en
Singuilucan Hidalgo.

Meses
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Min. 28 36 53 72 83 87 81 80 81 64 45 34
Max. 20.1 215 23.8 25,5 25.1 22.8 21.3 21.4 20.5 20.3 20.1 20.2
Prom. 115 124 146 16.2 16.6 15.7 146 146 14.3 13.3 124 11.7

30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

0.0
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

Min. Max. Prom.

Figura 2. Temperatura maxima, minima y promedio en Singuilucan, Hidalgo.
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3.5.2 Animales

En total se utilizaron 25 ovejas multiparas de la raza Charollais como donadoras
de embriones (17 en Singuilucan y ocho en Iguala) y 57 ovejas multiparas F1
(Pelibuey x Katahdin) como receptoras (38 en Singuilucan y 19 en Iguala).

Las ovejas Charollais usadas como donadoras se sincronizaron con dos
esponjas intravaginales con 20 mg de acetato de fluorogestona (Chronogest,
Intervet, Holanda), las cuales fueron insertadas por 12 dias, la primera esponja
permanecio insertada los primeros seis dias y la segunda el tiempo restante. En
el dia 9.5 se aplicaron 333 Ul de gonadotropina coriénica equina (eCG; Novormon
5000, Zoetis, México). En un intento por inducir ovulaciones multiples se
suministraron 240 mg de una fuente altamente purificada de hormona foliculo
estimulante (FSH; Folltropin, Vetoquinol, Canada), la cual se aplic6 en ocho
inyecciones (40, 40, 40, 40, 30, 30, 10 y 10 mg), dos inyecciones diarias por
cuatro dias, iniciando 60 h antes de remover la esponja. Posterior al retiro de la
esponja, los estros se detectaron con la ayuda de un macho marcador con
mandil, iniciando a las 18 h y hasta 48 h de retirada la esponja. Una vez detectado
el celo se suministraron 200 pg de hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH; GnRH, Sanofi, México). Todas las inyecciones se aplicaron via
intramuscular (IM). Las donadoras se inseminaron por laparoscopia (McKelvey,
Robinson, & Aitken, 1985) 18 h postcelo en la parte media de ambos cuernos
uterinos independientemente de la respuesta ovulatoria con 1.5 pajillas de semen
fresco diluido conteniendo 100 x 108 de espermatozoides por pajilla por cuerno.

Las ovejas receptoras fueron sincronizadas igual que las donadoras, pero solo
con una esponja, la cual se inserté por 12 dias, ademas al dia 10 se aplicaron
333 Ul de eCG via IM. Una vez retirada la esponja, se detectaron los estros con
apoyo de un macho marcador provisto de un mandil, iniciando a las 24 h y hasta
las 48 h de retirada la esponja. Se registro la hora y secuencia de estros.

3.5.3 Tratamientos

En el estudio se utlizaron dos tratamientos, que fueron las condiciones
medioambientales divergentes.

T1: Transferencia de un par de demi-embriones (clima templado)
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T2: Transferencia de un par de demi-embriones (clima calido)
3.6 Procedimiento

3.6.1 Recoleccion de embriones

El lavado de las donadoras para obtener los embriones se realizd siete dias
después del estro (considerando como dia cero el de inicio del estro), mediante
una laparotomia medio ventral (Gibbons & Cueto, 2010) y el lavado gravitacional
de los cuernos uterinos (Aké et al.,, 2003). El procedimiento se describe en
seguida. Las donadoras seleccionadas para lavar fueron dietadas de agua y
alimento por 18 h y fueron pesadas. Se aplico via IM 0.1 ml de Xilacina al 2 %
(0.08 mg) (Procin 2 %, Pisa) por cada 10 kg de peso y después de 10 minutos se
inyectd via intravenosa 0.1 ml (10 mg) de Ketamina (Anesket, Pisa) por cada 10
kg de peso. En seguida las hembras fueron colocadas en una camilla, rasuradas
y desinfectadas con alcohol al 70 %, y se ingresaron al laboratorio. Se colocaron
en posicion inclinada a 45° aproximadamente, se aplicaron 2.5 ml de xilocaina al
2 % en cada lado de la linea media y se introdujo aire para expandir la cavidad
abdominal. En seguida se introdujo un trocar de 4 mm por el lado izquierdo y un
laparoscopio de 3 mm, con el propésito de determinar la respuesta ovulatoria.
Por el lado derecho se insert6 un manipulador para ayudar a maniobrar los
ovarios. Solo ovejas con tasa ovulatoria 23 mm fueron lavadas. Por la misma
incision se introdujo una pinza Babcock de 5 mm para fijar el dltimo tercio de uno
de los dos cuernos uterinos. Posteriormente se realiz6 una incision de
aproximadamente 5 cm en la linea media, el Gtero fue expuesto y se fij6 con una
gasa estéril.

Para el lavado uterino, primero se realiz6 una incision en la base del cuerno con
una pinza hemostética chica, a través de la cual se colocé una sonda Foley #10,
se inflé el globo de la sonda con 3 a 5 cm?® de aire dependiendo del tamafio del
cuerno y se confirmé que estuviera bien posicionada. En seguida se coloco un
punzocat #18 aproximadamente a 1 cm de la unidn Utero-tubéarica y se conecto
una jeringa desechable con 50 ml de medio de lavado (ViGro Complete Flush
Solution, Vetoquinol, Canada). El medio se suministrd en forma lenta y constante,

y al mismo tiempo el cuerno fue masajeado para facilitar el flujo del medio y la
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salida de los embriones. El medio se colect6 en un filtro estéril con malla de 80
micras (EmCon). El procedimiento se repiti6 en el cuerno contrario y todo el
medio colectado en el mismo filtro. Durante el procedimiento el Gtero se mantuvo
hidratado aplicando solucion salina en forma frecuente. Posteriormente se
decant6 85 a 90 % del medio y el resto se utilizé para la busqueda de los
embriones, lo cual se llevé a cabo con un microscopio estereoscopico y una
magnificacion de 10X, y la evaluacion de su etapa de desarrollo y calidad a 80X.
Finalmente se identificaron los blastocistos expandidos calidad 1 factibles para
dividirse.

Al terminar el lavado, el utero fue retornado a la cavidad abdominal, se
introdujeron aproximadamente 100 ml de solucién salina conteniendo
dexametazona, heparina y antibiéticos para minimizar la formacion de
adherencias.

3.6.2 Division de embriones

Los embriones utilizados fueron producidos in vivo. Se incluyeron sélo
blastocistos expandidos calidad uno o excelente, clasificados en funcién de sus
caracteristicas morfolGdgicas y de acuerdo a los criterios establecidos y aceptados
por la IETS (Lindner & Wright, 1983; Stringfellow & Seidel, 1990).

La division se llevo a cabo con la ayuda de un microscopio invertido (TS100,
Nikon, Japon), un micromanipulador mecénico (Leica, Leitz, Alemania) y una
micronavaja (AB Technology, Pullman, WA) utilizando la técnica del rayado de la
base de la caja de Petri (Bredbacka, 1991). Antes de iniciar el procedimiento se
alinearon los equipos para nivelar la micronavaja y confirmar un angulo y longitud
de corte apropiados, asi como el rayado de la caja de Petri. En seguida se tomd
el embrién en aproximadamente 10 pl de medio de conservacién y transferencia
(Syngro Holding Media, Vetoquinol, Canada) y se depositd en una gota de 50 ul
de medio de divisién (ViGro Splitting Plus, Vetoquinol, Canada), en otra caja de
Petri colocada en el microscopio invertido. Esto se llevo a cabo con una
magnificacion de 4X. En seguida se localizé el embrion, se centro en el campo
de vision y la magnificacion se aument6 a 40X. Las células del trofoblasto y la

masa celular interna fueron visualizadas y el embrion se aline6 de tal forma que
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la micronavaja partiria el embrion aproximadamente a la mitad. La micronavaja
se coloco en la parte superior del embrion y con movimiento firme y descendente
se corto el embrién, en ocasiones fue necesario mover la micronavaja hacia
adelante y hacia atras para lograr un corte completo. Posterior al corte se aprecié
la presencia de dos mitades simétricas con una distribucion uniforme de la masa
celular interna (MCI) y las células del trofoectodermo (TE) entre los demi-
embriones resultantes (Tao et al., 1995). En seguida se retiré la micronavaja del
medio de division y los demi-embriones se removieron en 10 pyl de medio de
conservacion y mantenidos a 35 °C por menos de 30 minutos hasta su
transferencia. Los demi-embriones se transfirieron aleatoriamente en pares a
cada oveja receptora.

3.6.3 Transferencia de embriones y diagnostico de gestacion

Los demi-embriones se transfirieron a las receptoras siete dias después del celo
por medios quirdrgicos con la ayuda de un laparoscopio de 3 mm y angulo Q°
(Storz, Alemania). El procedimiento consiste en dietar a las potenciales ovejas
receptoras de agua y alimento por 18 h. Las receptoras se seleccionaron en base
a su hora de celo con el fin de que coincidiera con la hora de celo de la donadora.
Se aplicaron 0.5 ml via intravenosa de 10 ml de Ketamina y 3 ml de Xilazina al 2
%. Las ovejas se colocaron en una camilla, se rasuraron y se desinfectaron con
alcohol al 70 %. En seguida se aplicaron 2 ml de Xilocaina al 2 % en ambos lados
de la linea media y la cavidad abdominal fue insuflada con aire. Se introdujo un
trocar de 4 mm por el lado izquierdo, y en seguida el laparoscopio.
Posteriormente se introdujo un manipulador por el lado derecho para confirmar
la presencia de la ovulacion, y la calidad de los cuerpos lateos fue estimada en
funcion de su tamafio y color. En la receptora seleccionada se realizd una incision
de aproximadamente 1 cm en el mismo sitio donde se introdujo el manipulador,
a través de la cual se introdujo una pinza Babcock de 5 mm y la parte final del
cuerno uterino ipsilateral al ovario donde se encontré la ovulacion fue sujetada.
Finalmente, el cuerno fue extraido y expuesto para ser transferido. Previo a la
transferencia se realiz6 una incision aproximadamente a 2 a 3 cm de la unién

Utero-tubarica con un alambre de acero inoxidable de 1 mm, por donde se
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introdujo un capilar de vidrio unido a una manguera delgada y una jeringa de
insulina, conteniendo los demi-embriones. La transferencia concluyé con la
expulsion de los dos demi-embriones en el lumen del cuerno uterino. En seguida
el cuerno fue retornado a la cavidad abdominal, se suturo sélo la piel, y se aplicé
desinfectante y antibiéticos antes de retornar las hembras a su corral.

El diagndstico de gestacion de las receptoras transferidas, dietadas de agua y
alimento por 18 h se realiz6 35 dias posteriores a la transferencia de los demi-
embriones con un equipo de ultrasonografia y un transductor transabdominal de
3.5 MHz (Aloka, ProSound 2, Japon).

3.7 Variables de respuesta

Las variables de respuesta en donadoras fueron: tasa de ovulacién (TO), tasa de
recuperacion embrionaria (TRE), embriones transferibles (ET), porcentaje de
ovocitos (OV), y las variables de respuesta en receptoras fueron porcentaje de
gestacion (PG), porcentaje de partos (PP), pérdidas fetales (PF), partos simples
(PS), partos gemelares (PGEM) y porcentaje de sobrevivencia de demi-
embriones (PDE). La TO se evalu6 con el total de CL entre el total de ovejas de
cada tratamiento; para TRE se realizd con el total de TRE entre el total de CL;
para OV se realiz6 con el total de ovocitos entre el total de TRE; en PG se evalud
el total de ovejas gestantes entre el total de hembras por tratamiento; el PP se
realiz6 con el total de ovejas paridas entre el total de ovejas gestantes; PF se
realiz6 con el total de ovejas gestantes y la diferencia de ovejas gestantes y
paridas; para PS se evaluo el total de ovejas con partos simples entre el total de
ovejas gestantes; PGEM el total de partos gemelares entre el total de ovejas
gestantes; y por ultimo, PDE se analizé con el total de corderos nacidos de cada
tratamiento entre el total de demi-embriones de cada tratamiento.

3.8 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, la unidad experimental fue
una oveja, los tratamientos fueron las condiciones climaticas siendo clima
templado y célido, las repeticiones variaron dependiendo de la variable analizada.
Los datos de las variables TRE, ET, OV, PG, PP, PF, PS, PGEM y PDE se

analizaron mediante la comparacion de proporciones binomiales, mientras que
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TO se evalu6 con una distribucion de Poisson. El estadistico de prueba fue el
cociente de verosimilitud y el procedimiento estadistico usado fue GENMOD,
disponible en SAS (SAS, 2013).

El modelo usado fue:
yi=H*+Ti+ €
donde:
yij = variable de respuesta para el i-ésimo tratamiento y j-ésima repeticion.
u = la media poblacional.
T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.

Eij = efecto aleatorio del error experimental variables asumiendo distribucion
aleatorias normal e independiente con media cero y varianza (¢2), con

excepcion para TO.

3.9 Resultados y Discusion

3.9.1 Respuesta ovulatoria y Recoleccion de embriones

Los resultados generales de la respuesta ovulatoria y la produccién de embriones
en las dos condiciones climaticas se presentan en el Cuadro 1. En total se
utilizaron 25 ovejas, de las cuales 17 fueron donadoras en clima templado (CT) y

8 en clima calido (CC).
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Cuadro 3. Respuesta superovulatoria de ovejas donadoras de la raza Charollais
mantenidas en condiciones de clima templado (CT) o calido (CC).

Variables CT CC
Numero de ovejas 17 8
Numero total de CL 214 92
Estructuras recuperadas totales 123 58
Embriones transferibles totales 102 19
Ovocitos totales 15 39
Tasa de ovulacion (X + EE) 12.59+0.862 11.50+1.202
Tasa de recuperacion embrionaria (% +

EE) 57.48+0.032 63.04+0.052
Embriones transferibles (% + EE) 82.93+0.032 32.76+0.06°
Tasa de ovocitos (% * EE) 12.20+0.032 67.24+0.06°

a b | os valores con superindice diferente en el mismo renglén difieren significativamente (p<0.05).

3.9.2 Tasa de ovulacion

La tasa de ovulacion no fue diferente (p>0.05) (Cuadro 1) entre ovejas donadoras
Charollais mantenidas en CTy CC (12.59+0.86 vs 11.50£1.20). Se han reportado
resultados similares por otros autores (Dobson, Fergani, Routly, & Smith, 2012;
Naqgvi, Maurya, Gulyani, Joshi, & Mittal, 2004; Mitchell et al., 2002; Cueto,
Gibbons, Pereyra-Bonnet, Silvestre, & Gonzalez-Bulnes, 2010; Luna-Palomera,
Macias-Cruz, & Sanchez-Davila, 2019; Sartori et al., 2002; Thwaites, 1967). Sin
embargo, Chang, Fan, Luo, Wu y Tan (2006) encontraron mayor tasa de
ovulacién en cabras mantenidas en clima templado. Por otro lado, Tabarez-Rojas
et al. (2009) indicaron que la exposicion de ovejas superovuladas al estrés
térmico puede aumentar la incidencia de regresion prematura del CL. Los
resultados sugieren que el tratamiento de superestimulacién podria ejercer un
efecto positivo en la actividad ovarica o receptividad uterina, que podria mejorar
la fertilidad, especialmente en clima célido (Chagas-e-Silva, Lopes-da-Costa,
Cidadao, & Robalo-Silva, 2003), por lo cual, se ha sugerido que la fertilidad en el
ovino podria ser afectada por el fotoperiodo y factores nutricionales que por altas

temperaturas ambientales (Vicente-Pérez et al., 2020).

3.9.3 Tasa de recuperacion embrionaria
La TRE no fue diferente entre ovejas mantenidas en CT y CC (p>0.05)

(57.48£0.03 vs 63.04+0.05). Resultados similares fueron encontrados en otros
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estudios (Alliston & Ulberg, 1961; Cueto et al., 2010; Dobson et al., 2012; Mitchell
et al., 2002; Luna-Palomera et al., 2019). El efecto del clima en TRE fue minimo
en este estudio. Esto se atribuye a tres razones: (1) el clima calido no fue lo
suficientemente alto para interrumpir la foliculogénesis, (2) la adaptabilidad de las
ovejas, y (3) el bajo numero de animales utilizados, que no permitié detectar
diferencias estadisticas (Macias-Cruz et al., 2015).

3.9.4 Tasa de embriones transferibles

El porcentaje de ET fue mayor (p<0.05) en ovejas mantenidas en CT en
comparacién con las mantenidas en CC (82.93+0.03 vs 32.76+0.06). Los
resultados de la literatura no son consistentes al respecto. Pues resultados
similares fueron reportados por otros investigadores en ovinos (Cueto et al.,
2010; Dutt, 1964; Nagvi et al., 2004; Wakayo, Brar, & Prabhakar, 2015) y caprinos
Chang et al., 2006). Sin embargo, Tabarez-Rojas et al. (2009) y Shi et al. (2015)
no encontraron diferencias significativas. Hansen et al. (2001) y Moghaddam,
Karimi y Pooyanmehr (2009) indicaron que el estrés calorico redujo el nimero de
embriones transferibles, debido a una respuesta superovulatoria baja, afectando
la tasa de fertilizacion y calidad embrionaria. Ademas, se ha encontrado
reiteradamente que embriones en etapas tempranas de desarrollo son
extremadamente sensibles al estrés térmico (Baruselli et al., 2020; Sartori et al.,
2002).

3.9.5 Tasa de ovocitos

El porcentaje de ovocitos (OV) fue mayor (p<0.05) en ovejas mantenidas en CC
comparado con CT (67.24+0.06 vs 12.20+0.03). Resultados similares fueron
reportados por Cueto et al. (2010), Ju (2005), Mitchell et al. (2002), Shi et al.
(2015), y van Wettere et al. (2021). EI mismo efecto se encontr6 en vacas
(Wolfenson & Roth, 2018), donde los ovocitos recolectados expuestos a estrés
térmico tuvieron menor potencial para desarrollar embriones viables (Al-Katanani,
Paula-Lopez, & Hansen, 2002; Roth & Hansen, 2004). La tasa de fertilizacion
después de la inseminacion artificial (IA) es afectada por el estrés cal6rico

(Hansen et al., 2001). Los efectos observados estan relacionados con los
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ovocitos (Mellado et al., 2013), pues se ha encontrado una relacion positiva entre
el tamafio de foliculos >3 mm (Mitchell et al., 2002) y el éxito de fertilizacién
cuando se presenta un diametro de ovocitos >150 ym (Shi et al., 2015). Por tanto,
el estrés térmico en el periodo de crecimiento folicular compromete la viabilidad
del ovocito (Tabarez-Rojas et al., 2009; Takahashi, 2011), ya sea por acciones
directas de la temperatura elevada en el ovocito o por alteraciones en la funcién
folicular que podrian comprometer su calidad (Khan et al., 2020; Hooda, Singh,
Kundu, & Vaidya, 2011).

3.9.6 Sobrevivencia de demi-embriones

Los resultados generales de la sobrevivencia de los demi-embriones ovinos
transferidos en las dos condiciones climaticas se presentan en el Cuadro 2. En
total se transfirieron 57 ovejas, de las cuales 38 fueron receptoras mantenidas en
clima templado (CT) y 19 en clima célido (CC).

Cuadro 4. Sobrevivencia in vivo de demi-embriones de ovejas Charollais
mantenidas bajo condiciones de clima templado (CT) o clima célido (CC).

Variables CT CC
Ovejas transferidas 38 19
Embriones enteros 38 19
Embriones divididos 76 38
Ovejas gestantes 27 13
Tasa de gestacion (% + EE) 71.05£0.072 68.42+0.102
Ovejas paridas 19 5
Tasa de partos (% + EE) 70.37+0.882 38.46+0.13°
Tasa de pérdidas fetales (% + EE) 29.63+0.092 61.54+0.13°
Partos simples 11 4
Tasa de partos simples (% + EE) 40.74+0.092 30.77+0.132
Partos dobles 8 1
Tasa de gemelos idénticos (% + EE) 29.63+0.092 7.69+0.07°
Total de corderos 27 6
Tasa de sobrevivencia de demi- 35.53+0.052 15.79+0.06"
embriones (% + EE)

Tasa de sobrevivencia como embrion 71.05£0.072 31.58+0.11°

entero (% = EE)
a.b| os valores con superindice diferente en el mismo renglén difieren significativamente (p<0.05).
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3.9.7 Tasa de gestacion

El nimero de embriones transferidos puede ser aumentado por biseccion de
embriones, seleccionando hembras de alto valor genético y fenotipico (Széll,
1992). La supervivencia después de la transferencia de demi-embriones en
receptoras suele ser menor comparado con embriones enteros (Beckett et al.,
1999; Ozil, Heyman, & Renard, 1982; Tsunoda, Tokunaga, Sugie, & Katsumata,
1985; Vivanco, Rangel, & Lynch, 1991; Willadsen, 1980; Williams et al., 1984), lo
cual podria deberse al numero y la calidad de las células embrionarias
transferidas (Heyman, 1985), no siendo capaz de prevenir la regresion del CL
(Beckett et al., 1999).

En el presente estudio el diagnostico de gestacion se llevé a cabo 35 dias
después de la transferencia. El porcentaje de gestacion fue similar (p>0.05) en
ovejas mantenidas bajo condiciones de clima templado y clima calido
(71.05+£0.07 vs 68.42+0.10). Resultados similares fueron reportados en otros
estudios (Gimenez, 2012), sin embargo, en bovinos Correa-Calderdn et al. (2019)
encontraron mayor (p<0.05) porcentaje de gestacion en novillas Holstein en el

dia 35 post-IA, favoreciendo el clima templado (65.0 vs 37.5 %).

3.9.8 Tasa de partos

En general el porcentaje de partos puede ser afectado por diversos factores que
finalmente generan condiciones de estrés en los animales. Entre ellos se incluyen
factores asociados a la hembra, el macho y factores del medio ambiente,
principalmente altas temperaturas y humedad. Ademéas, Ramén (1997) menciona
gue la exposicion de animales a condiciones de estrés por frio, lluvia, calor o
manejo reduce la sobrevivencia de embriones en las primeras tres semanas de

gestacion.

En el presente estudio el porcentaje de partos fue inferior (p<0.05) en las ovejas
mantenidas en CC comparadas con las ovejas mantenidas en CT (70.37+0.88 vs
38.46+0.13), lo cual indica la presencia de un alto porcentaje de pérdidas

embrionarias y fetales. Lo anterior posiblemente se debe a un efecto negativo de
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altas temperaturas y alto contenido de humedad (Hartley, Alexander, & Edwards,
1974).

Resultados altos de pérdidas embrionarias en ovinos (15 a 30 %) fueron
reportados en varios estudios (Edey, 1969, 1976; Fernandez-Abella, Castells,
Piaggio, & Deleon, 2006; Fernandez-Abella et al., 2007; Fernandez-Abella,
Folena, Formoso, & Irabuena 2008a; Fernandez-Abella et al., 2008b; Fernandez-
Abella, 2011; Wilkins & Croker, 1990), pero valores alrededor de 50 % también
han sido encontrados (Chagas-e-Silva et al.,, 2003; Kleemann et al.,, 1990;
Restall, Brown, Blockey, Cahill, & Kearins, 1976; Shi et al., 2015). Exposicién de
ovejas prefiadas bajo estrés caldrico durante los primeros 50 a 100 dias o de los
100 a 150 dias causa un severo retraso en el crecimiento de los corderos
(Edwards, Saunders, & Shiota, 2003), provocando microencefalia y lesiones de
cavitacion del cerebro (Hartley et al., 1974). Pérdidas embrionarias similares se
encontraron en otros estudios (Fernandez-Abella, 2011; Gustafsson, 1985;
Roche, Boland, & McGeady, 1981), quienes reportaron 30 a 40 % de pérdidas

embrionarias en vaquillas.

Ramoén, Villalvazo, Cervera, Dominguez y Quintal (2012) indicaron una reduccion
de 20 a 40 % en la tasa de gestacion del dia 17 al 45 en ovejas receptoras
Katahdin que recibieron demi-embriones en estadio de morula. Los autores
asociaron los resultados a pérdidas embrionarias posiblemente ocasionadas por
condiciones estresantes de altas temperaturas y alto contenido de humedad.
Aungue el hecho de haber usado mérulas pudo estar asociado con la baja tasa

de gestacion.

Altas temperaturas afectan negativamente la maduracion del ovocito (Moor &
Crosby, 1985), proceso de implantacion y desarrollo del embrién (Dutt, 1964;
Lindsay, Knight, Smith, & Oldham, 1975), siendo los embriones mas sensibles al
estrés calorico durante sus primeros tres dias de vida (Dunlap & Vincent, 1971;
Ealy, Drost, & Hansen, 1993; Rutledge, 2001). Temperaturas superiores a 32 °C
durante el empadre aumentaron la tasa de retorno al celo y redujeron la fertilidad,

probablemente aumento en la incidencia de pérdidas embrionarias (Kleemann &
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Walker, 2005). Asimismo, exposicion a altas temperaturas por al menos una
semana o mas tiempo genera pérdidas embrionarias tardias (Smith, Bell, & de
Chaneet, 1966).

El efecto negativo del estrés térmico también se manifiesta en los machos.
Carneros expuestos a altas temperaturas y humedad elevadas generan
anormalidades espermaticas que en consecuencia aumentan la mortalidad
embrionaria. En varios estudios se ha demostrado que el esperma sometido a
temperaturas elevadas pierde la capacidad de fecundar y generar un embrién
viable (Rathore, 1968, 1970; Waites, Ortavant, Bure, & Cornu, 1968).

El estadio de desarrollo del embrion afecta su capacidad de sobrevivencia. En
este sentido, los resultados de la literatura muestran menor sobrevivencia de
morulas comparativamente con blastocistos tempranos (McEvoy & Sreenan,
1990; Wells et al., 1990; Williams et al., 1984;), blastocistos expandidos (Arave,
Bunsch, Mickelsen, & Warnick, 1987; Rangel-Santos, 1991) e incluso blastocistos
eclosionados (Chesné et al., 1987; Rangel-Santos, 1991). Por otro lado, en otros
estudios se ha demostrado un aumento en la tasa de gestacién conforme la edad
de los embriones avanza (Dunlap & Vincent, 1971; Ealy et al., 1993; Kippax,
Christie, & Rowan, 1991; Marquez & Hidalgo, 1978; Maurer, 1988; Williams et al.,
1984).

El efecto adverso de estrés caldrico sobre la fertilidad de hembras parece ser
generalizado, una vez que dicho efecto también ha sido reportado en ovinos
(Dutt, 1964), cerdos (Tompkins, Heidenreich, & Stob, 1967) y conejos (Wolfenson
& Blum, 1988).

3.9.9 Tasa de pérdidas fetales

El porcentaje de pérdidas fetales fue mayor (p<0.05) en el grupo de ovejas
mantenidas en CC en comparacion con las ovejas que permanecieron en CT
(61.54+0.13 vs 29.63+0.09). Los resultados son considerablemente de mayor
magnitud principalmente en el grupo de ovejas mantenidas en CC en
comparacion con reportes de la literatura, donde las pérdidas durante la etapa
fetal fluctdan entre 2 y 3 % (Nicoll, Dodds, & Alderton, 1999; Smith, Kleemann, &

39



Grimson, 1988; Wilkins et al., 1984; Wilkins & Croker, 1990) y en otros estudios
hasta 5 a 7 % (Edey, 1969, 1976; Fernandez-Abella et al., 2006, 2007, 2008a,
2008b; Wilkins & Croker, 1990). Dahlen et al. (2012) reportaron mayores pérdidas
embrionarias o fetales desde el dia 33 hasta el nacimiento en vaquillas que
recibieron demi-embriones en comparacién con vaquillas transferidas con
embriones enteros, lo cual fue asociado con la concentracién de P4. Las mayores
pérdidas se encontraron en vaquillas con <1 ng ml-t en comparacién con vaquillas
con concentraciones >3 ng mlt. Dichas concentraciones de P4 fueron asociadas
con la presencia de un CL (Daly, Smith, McGrice, Kind, & van Wettere, 2020).
Aumentos significativos de P4 también se alcanzan al inducir la formacion de CLs
mediante la aplicacion de hCG (Torres, Chagas e Silva, Diniz, & Lopes-da-Costa,
2013).

Las altas tasas de pérdidas fetales en el estudio posiblemente estan asociadas
no solo al efecto del clima directamente, sino también a otros factores de manejo.
Condiciones estresantes por estrés calérico han sido relacionadas con
modificaciones en la produccién de tiroxina y factores de crecimiento similar a
insulina (McGuire et al., 1991), P4 (Rosenberg, Herz, Davidson, & Folman, 1977),
estrogenos y gonadotropinas (Gilad, Meidan, Berman, Graber, & Wolfenson,
1993).

3.9.10 Tasa de gemelos idénticos

En ambos lugares se registro la incidencia de partos gemelares. Sin embargo, el
porcentaje de gemelos idénticos fue mayor (p<0.05) en hembras mantenidas en
CT en comparacion con las de CC (29.63+0.09 vs 7.69+0.07). Los reportes de la
literatura al transferir demi-embriones ovinos o caprinos mencionan resultados
considerablemente variables. Algunos autores reportan porcentajes mas bajos
(12.8 %; Udy, 1987), en otros se han encontrado resultados similares (25-33.3
%; Shelton & Szell, 1988), no obstante, en algunos estudios se indican resultados
considerablemente mayores (37.5-77.8 %; Chesné et al., 1987; Gatica, Boland,
Crosby, & Gordon, 1984; Széll & Hudson, 1991; Ramén et al., 2012). En bovinos
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también se han reportado porcentajes de gemelos idénticos similares (Ozil et al.,
1982; Ozil, 1983).

3.9.11 Tasa de sobrevivencia de demi-embriones

El porcentaje de sobrevivencia de demi-embriones fue mayor (p<0.05) en ovejas
en CT comparadas con las de CC (35.53+0.05 vs 15.79+0.06). El primer estudio
(Trounson & Moore, 1974) donde se us6 la division de embriones para producir
crias no tuvo éxito. Sin embargo, en estudios posteriores las metodologias de
division fueron mejoradas y en consecuencia la eficiencia de la técnica. En el
presente estudio, el 72 % de sobrevivencia obtenido en el grupo de ovejas
mantenidas en CT es superior al 38.5 a 55 % reportado en varios estudios
(Ramoén et al., 2012; Shelton & Szell, 1988). No obstante resultados superiores
(80 a 94 %) se han encontrados en otros estudios (Gatica et al., 1984; Vivanco
et al., 1991; Vivanco & Greaney, 1992). Porcentajes de sobrevivencia incluso
mayores (97.1 %) fueron reportados por Vivanco y Greaney (1992), ademas en
otros estudios (Chesné et al., 1987; Széll & Hudson, 1991; Vivanco et al., 1991)
han reportado porcentajes incluso superiores al 100 % de sobrevivencia de los
demi-embriones (numero de fetos generados entre el nUmero de embriones
enteros originales). En un estudio realizado por Rangel-Santos (1991) no se
encontraron diferencias en sobrevivencia entre demi-embriones de diferentes
razas de ovinos (Gotland y Finnish Texel vs Danish Texel y Finnish Texel), y no
hubo diferencias en la sobrevivencia de demi-embriones obtenidos de donadoras

de 24 y 10 meses de edad.

3.10 Eficiencia general

Los procedimientos actuales de biseccion de embriones han mostrado su
potencial. La biseccion de embriones también se ha implementado con éxito en
otras especies de mamiferos de interés zootécnico incluyendo bovinos (Arave et
al., 1987), cabras (Tsunoda et al., 1985), cerdos (Reichelt & Niemann, 1994) y
caballos (da Silveira et al., 2005). La biparticion ocasiona un dafio fisiolégico a
las células (Dahlen et al., 2012), ocasionando un efecto mayor en las células de

la masa celular interna que son las que dan origen propiamente al nuevo producto
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(Gardner et al., 1973) y menor sobrevivencia, por lo que es importante minimizar
el dafio del embrién y mantener el nimero de células intactas al momento del
corte, con el fin de producir demi-embriones con mayor potencial de desarrollo
(Hashiyada, 2017). La aplicacion de la técnica puede aumentar la eficiencia de
programas MOET a nivel comercial en un 20 a 30 %, no obstante, su uso es
considerablemente limitado. Las causas pueden incluir la variabilidad de
resultados, el costo de los equipos y el deficiente dominio de la técnica. La
disponibilidad de embriones de excelente calidad y su capacidad de
sobrevivencia como demi-embriones representa la oportunidad para que la
divisibn de embriones fuera realizada en forma rutinaria en programas MOET a
nivel comercial (Vivanco et al., 1991).

3.11 Conclusion

Las condiciones de clima célido redujeron significativamente la produccion y

sobrevivencia de demi-embriones ovinos.

3.12 Recomendacién

Con base en los resultados del estudio, se recomienda la biseccion de embriones
bajo condiciones de clima templado, debido que aumenta el namero de
embriones transferibles de alto valor genético, obteniendo mayor porcentaje de

partos, y crias nacidas, siendo positivo este efecto para el productor.
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