perifdricas no mostraban buenas interrelaciones topogré-
ficas, o células o detritus celulares en el espacio perivite-
lino, se incluyen en este tipo.

Por ultimo, en cuanto a los blastocistos que mues-
tran cambios degenerativos francos, se cuentan aquellos
que presentan una zona pellcida rota o con claros signos
de degeneracién celular, o incluso los que presentan
blastdmeros separados o de diferente tamafio o un bajo
nimero de blastémeros.

Esta metodologfa fue testada (5) con excelentes re-
sultados, escaso margen de error cuando el operador est4
entrenado y entre los tests realizados para verificar
como coherente el criterio de calificacidn se realizaron
mediciones diametrales varias, andlisis morfoldgicos
ultraestructurales (6, 7) y cromosémicos (8), etc; al cabo
de los cuales se encontré como muy significativo, la
diferencia entre nimero de células presentes en blasto-
cistas normales y blastocistas degeneradas de 99 a 58,
contra la no significancia del espesor de zona pelicida
o el didmetro blastocitario. Se deduce pues, que en base
a la simple observacién de los blastocistos de dias 7,
tomando como criterio clasificatorio la apariencia mor-
folbgica, especialmente dirigida al nimero de células
v al grado de su organizacion histoarquitectural,

De cualquier manera, este criterio de clasificacion
permite predecir la posibilidad de desarrollo in vitro
pero no ofrecen una estimacién cierta sobre posterior
desarrollo in vivo. La aplicacién de criterios bioquimi-
cos tales como la captacion de Glucosa, desarrollada en
blastocistos de 10-11 dias in vitro, permite una clasifi-
cacién de éstos en distintos grupos, presentando dife-
rentes posibilidades de desarrollo in vivo.

Siguiendo estos parametros bioquimicos, la seleccion
de embriones pretransferencia ha considerado otras ma-
nifestaciones de la actividad metabélica embrionaria
tales como la produccion del activador del plasmingéeno
y la actividad de las hidrolasas (9).

Por otra parte, la viabilidad de embriones bovinos
congelados y descongelados puede ser evaluada con un
periodo de incubacién de 3 a 5 minutos con colorantes
fluorescentes, tales como el Fluorescein-diacetilo (FDA)
y el dianudino-2-fenil-indol (DAPI). Los embriones que

mueren durante el proceso de congelacién no muestran
fluorescencia cuando se tratan con DAPI, Por el contra-
rio, los embriones vivos muestran una fluorescencia po-
sitiva después del tratamiento con FDA, pero son negati-
vos después de incubacién con DAPI. Usando estos mé-
todos, es viable la répida y exacta determinacién del
numero de blastémeras vivas y muertas. Estos embrio-
nes con reacciones parciales a estos colorantes muestran
un desarrollo no muy avanzado. El tratamiento corto
con los colorantes fluorescentes no influye en el desarro-
llo posterior de los embriones normales (10).
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CONGELACION DE EMBR!ONES
BOVINOS

En general, las técnicas han comprendido el uso de
mérulas tardias y blastocistos, con la obtencién de tasas
de 30 a 44 % de embriones congelados que han desarro-

iones eriores.

“adg::us;a:r:wdiosprr‘:;ts usados el Buffer Fosfato Dulbecco
conteniendo ya sea 1.5M Dirneti!Squbxido'(DMSO) o
1.0M glicerol, han demostrado ser los mejores como
medios de almacenamiento. La crimlizacuén_ en el
medio se induce automdaticamente (Planner Om!'ufreezer
R202/200R) a alrededor de —50C conuna velocidad pro-
medio de 30C/min, seguido por \éario_s pasos dl\::wmn:?
de congelacién v enfriamiento. Se sjgue por

lento s?:friarnlento hasta — 30 a — 400C y luego se hace

la transferencia inmediata y directa a Ny liquido. Em-
briones enfriados y congelados de este modo (evitando
formacion de hielo intracelular) deben ser descongelados
répidamente para prevenir dafio debido a crecimiento de
hielo intracelular (1, 2). Siguiendo esta metodologia se
obtuvo el 44 % de sobrevida y éxito in vivo (21 gesta-
ciones de 48 embriones congelados).

Rutinariamente, los embriones se congelan ya sea en
ampollas de vidrio {1) o en pajuelas (Ministraws 3, 4)
siendo las Gltimas una metodologia més rapida y econd-
mica en muchos casos. En el momento, existen dos mé-
todos standard (3), el método lento y el ripido (ver
tabla I). :

En ambos métodos, el DMSO, o el uso de glicerol
al 10 % es indistinto y ha dado muy buenos resultados.

Aunque los resultados obtenidos son tanto mejores
cuanto mejares los blastocistos a congelar (morfolégica-
mente, por ej.), las menores irregularidades en morfolo-
gfa, como la reduccién en nimero de células de la masa
embrionaria, o falla de algunas células para participar en
la compactacién no han sido problema grave en la manu-
tencién de la viabilidad post congelaci6n/reviviscencia,
pero sélo en casos de mérulas tardias. En la medida que
nos adelantamos més en el desarrollo (blastocistos y
blastocistos elongados) la supervivencia es cada vez me-
nor, probablemente debido a la mayor masa l{quica en
la cavidad blastular y a la mayor especializacién celular
embrionaria.
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TABLA I: Congelacién de embriones Bovinos (Willadsen, 1980)

METODO LENTO
a. Adicion de DMSO, a temp. ambiente en 3 fases:
5M: 10"
1.0M: 10’
1.5M: 10’
b. Enfriado rapido'a — GOC

¢ Envasado (ampolla o pajuela)

d. Congelacién a — 36 © C (.3C/min.) y Iuegc;. a—600°C
(.1 © C/min)

e. Descongelacién a temperatura ambiente.

f. Remocion de DMSO, en 6 etapas:
15-1.0- 0.75‘- .5 - .25M: 10’ cada uno y pasar a PBS

g. Transferencia inmediata a vaca receptora,

a.

METODO RAPIDO

Idem

Idem

Idem

. Congelacion a —300C (.3° C/min) vy luego a —330C

(19 C/min) y luego inmersién en N, liquido (-1969C). *
Descongelade muy rapido (3609C/min).

Idem

" Idem (pero permite mds intervalo de transferencia.
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Demore la
aparicion de formas
resistentes con

Nematodos resistentes estan presentes £n ovinos que nun

un producto de
probada eficacia

ca fueron dosificados, pero en muy pequeno namero. Contra IOS nemaiodOS

Una toma puede ser altamente ciectiva contra estos estados.
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portan una alta proporcian de formas resistentes
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Pero los nematodos resistentes, aunque existan Yy
en forma reducida, producen muchos huevos. Los ovinos
comen pasturas contaminadas con larvas de esos huevos v
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Ahora, la 1oma no cos electiva, y lo que es peor, mata
los nematodos susceptibles incrementando la proporcion

¢ anuhelmintico pierde 5u efecto.
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