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Procedimiento pera el trasplante de embriones para
aumenter el ndmero de la'deagendancia de donadores
mam{feros femeninos, ungulados, omnivoros y herb{-

voros,
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A finales de la ddcada que ‘comenzd en 1890,
Walter Heape de Cambridge, Inglaterra, llevd 8 cabo'
experimentos relacionados con le transferencia de
huevos en animsles. AEsta investigacién ha sido con-

5 tinuada por muchos 9xper:|.men§a_dorea.
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L.E.A. Rowson y sus colnborndgrea de 1a Unidad de Pi-
siologfa y Bioquimica Reproductiva A.R.C., puesto de investin
gacién de animales, Cambridge, Inglaterra, han desarrollado
recientemente técnicas para el trasplante de huevos en mamife
ros, particularmente en animales de granja. El Veterinary

Annual, 1969, Bristol, John Wright & Sons Ltd., contiene un

art{culo de L.E.A. Rowson, en la pdg. 200, titulado "la Repro!

duceién y los Trastornos Reproductivos", donde se contienen
sus desarrollos. También se describen las técnicas relaciong
das con estos desarrollos en el libro 5 de la serié%ia Repfoé
duccidn en los Mamiferos, "E1 Control Artificial de la Repro-
dueeidn" de C. R. Austin y R.V. Short, publicado en Cembridge
¥ en University Press, 1972, capituloe uwo y cuatro; ¥y tem—
bién se pueden consulter el X Simpos;o Bienal sobre Reproduc—
eién Animael de la Sociedad Americana.de.ZQoiogia, ¥y en la Re;
lacién de los Sexos en el Nacimiento. Pérepectivasvﬁara un
control, un Simposio publicado por la SOciedad Americana de
Zoologf{a en 1971, También se contienen avances més generales
en este chpo en Science (vu.s.), Nacho (Reino Uhido), Journal
of Animal Science, Journal of Reprodnction and Pertility y en
la revista the Biology of Reproduction.

Estas técnicas, tal como han sido desarrolladas y dés-
critas en las réferencies mencionadas, emplean gonadotrofinas
exbgenas para inducir la supero?ulaci6n en un donador, augti-
tuido a veces por la sincronizacién del estror del donador Yy
de los posibles receptores, seguldo por'ineeminaéién artifi-
cial del donador, récogida quirdrgica de oocitos despuds de

Portilizacidén, cultivo del embrién durante un bréve perfodo

| de tiempo en medlio de cultivo de tejidos cbmeroialmente dia-

ponibles, y por Ultimo trasplante al dtero de un receptor sin!
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‘Se ha demostrado que los conejos son "roceptdculos” temporn~'
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cronizado de uno o mds embriones para maduracidén del feto. |
les mpropimdos para.el embrién antes del tramplante sl ruomug
tor, lo cual en la aotualidad 80 prefiere'realizar quirﬁrgiug'
camente, y estos receptdculos se han utilizado para tranapqgi
tar embriones dé‘oveja desde Inglaterfa a Africe del Sur, daﬁ,
do lugar a un posterior nacimiento‘de su madre adoptiva.

Segin Austin y Short, pp. 30, unas rajas de ovario de;
rate, tratedas con glicerol han sido congeladas 35779°C, dqgl
congeladas y transplantadss a los receptores. Séfha;iﬁformg
do igualmente de embriones de ratonea'que sobrevivieron a la
congelacién a -196°C'deaéongelaci6n, ¥y trasplante a los re- :
ceptores, darndo origen a fetos vivoé normales y a término, o!
retones recién nacidos, véese Science (U.S.), Vol. 178, pp.
441, 27 6otubre, 1972. Estos avances se refieren tanto a las
téenicas como a'ofraa téenicas que e conocen aeparaaamente_
¥y que pueden emplearse con utilidﬁd ppra.aloanzar los resﬁiéf
tados que aqufi se describen., Por ejemplo, es‘sabidé que pue

de realizarse la vasectomfa para obtener machog nds provooca-

tivos como método para'detectar el estro, ya que la monta es
una indicacién segura que puede ser confirmasda por un método
de marcas tel como el descrito en la patenté de los Estados
Unidos n? 3.076.431 del 5 de febrero 1963, . |
Se oree que las técnicas equi descritas representan
una técnica.perfeccionada para aumgntér'el potencial repro-
duétivo de ganado genéricamente superior, asi como otras fop
mas de animales ¥y mamiferos cuando se empleen tal como se ip
dice . en los métodos, dimpoeitivos y édmposiciones que aqui

se describen.

Emplqgndo las téonicas descritas, puede pensarse que
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» ﬁroduccién", no pasard mucho tiempo antes de que se utilicen%

.. aqui se exponen..

de material genético deseado.

técnicas perfeccionadas para el cultivo de tejidos de embrio-
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el trasplante de huevos se convertird en una prdotica comin

¥y, que, contrariamente a lo afirmado por'c. Polge en el tra-

" bajo mencionado anteriormente "Control Artificiasl de la Re- |

188 técnices descrites de modo similer g la inseminacién arti

—
+

ficial con el f£in de explotar el potencial genético'tanto de !

la hembre como del macho. Estas técnicas pueden tambidn ex— !

plotar a auténtica capacidad uterina de las hembras ya que
el ganado ovino, él ganado bovino y tapbién las mujeres Wﬁa-
recen ser mds bien excepcional for el hecha de qugxih frecuen
cia de "grandes camadas" derivadés del tratamiento con gona-
dotrofinas exdégenas debe indicar mds bien una capacidad utef
rina fenomenal®. (C. Polge, pdg. 25). |
Si bien las técnicas indicadas han sido utilizadas en
procedimientos experimentales, utilizen técnicas que no son
f4cilmente reproductibles en grandes nimeros y sufren otras

deficlenclas que se superan con loa'perreccionamiéntos que

Aunque cualquiera experto. en le téénioa'podré descug
brir diversas modificaciones, ccmﬁinaciones ¥ arreglos des lo
expuesto en la presente patente, tanto ahors como en el futu
ro, sin apartarse por ello del;émbifo de las paivindicacioé
nes adjuntas a la presente, se comprenderd que aqﬁi 86 expo-
nen utilizan materiales disponiblés o materiales aqui deseri
tos. | |

Asl pues, se incluyen en el objeto de la presente in-

vencién procesos para hacer rentable uns mayor dlsponibilidad -

En consecuencia, en la presente patente Se exponen -
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nes, técnicas de congelacién.para oééitos, prooedimientos.pﬁi‘
ra predeterminsr el sexo del embrién que se trasplanta, el
uso y las téenicas de los cuerpos clonales de manera que puel
den obtenerse varios embriones del mismo material genético o
procedente del mismo donador. A _ é

_ La sincronizaocién de donador y receptor se hace menos;.
erftica que hasta shora, permitiendo un mayor plezo de tiem-i
po en'el trasplante.‘ '

Los muchos perfeccionamientos que se describen a con
tinuacidén se expondrén en particular méds adelante, y por con~
siguiente todo lo dicho no se preténde que limite las téoni-
cas que se han de describir, nl representan uns desoripeién

i
completa de los perfeccionamlentos que siguen.

Entre los objetos de estos perfeccionamientos se en-
cuentran unos procesos me jorados para la reproduqcidn clonal
dh un animal particular. El uso de espermatozoos esteriliza-
dos y una solucién de poeudo-Tertilizacidén ese emplea pare in-
ducir una réagoién en un oocito y se hace que el SOcito se '
haga diploide utilizando el cuerpo polar originalﬁonte conta«-
minado, transferido o por transferencia de ncleo.

Por separacidn.célular se obtlenen otros embriones
clonales adisionales.

Los espermatozoos pueden ser pre-sexuados por las di-
versas técnicas qxpueétas, ¥y un perfeccionsmiento de esta téc
niéa forma parte importante ﬁe ls presente solicitud.

" En consecuencia, se procede a continuacién s una des-
cripeidn de las realizaciones preferidas.

El estro puede determinarse por observacién de la mon

tea, que preferentemente, y con mayor seguridad,'seArealiza

por animaeles machos vasectomizados o gomerizados. Estos to-
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patente de los Estados Unidos anteriormente citada n? 3.076.

- con agua de jabén o detergentes. Un vehf{culo conveniente es
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ros incitados montardn las vacas al comienzo del estro. Los
machos vasectomizaedos con una parte del vas deferens retirédJ,

o con la eliminameién del caudidimo, pueden copular. Con ls

cién y la transmisidn consigulente de enfermedades. Ias co

=

l
!
desviacién del pene y el prepocio, puede impedirse la copula |
|
i

sideraciones econémicas exigen que los toros en celo sean ng:
tados mensuaslmente por lotes de 20 a-30 vacas con el fin de l
obtener el uso médximo sin perder la fisbilidad.

Ie monta puede observarse en estabulacidn gerrsds o en
la granja por veagueros entrenadoé. No obstante,'ggrzbtiene
una prueba mds segura si’lg vaca es marcada por el toro que

la monta. Kamar, Inc. vende el dispositivo descrito en su

431. Ahora bien, el toro puede tembidn ser dotado de un ca-
bestro de marcar diseflado y proporcionado para esta flnalidad-
por American Breeders Service, Deforest, Wiﬁconsin.:

Un medio preferible pars marcar és una aplicéeiéﬂ 6
pica de grasa o aceite pigmentados a la porcidn del macho que,
se pone en contacto con la zona de la cadera exterliormente v,
8ible de la hembra durante los intentos de monta.. Esto puedj
aplicarse al pecho o al Qientre bajo de los toros.

Las marcas efectuadas sobre la hembra montada pueden
observarse fAcilmente, permitiendo la deteccién del estro in
cluso por personal no entrenad&. Es conveniente que la fdrf
mulacidén de la grasa sea indoula en ap‘licacionés tépicas y re-

sistentes al lavado por la lluvia, pero que pueda retirarse ’

]

un aceite al que se le mezcla un pigmento. Es conveniente emi

—

plear diversos colores, para poder proporgionar_una variacidn;

diaria a las marcas con color.
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Formulacién : Partes/peso
-Acido 0léico o aceite de oliva o aceite de

cacehuete 50 % 5
Lecitina (soja) _ 14 '
Aceite de ricino 24 %
Pigménto, como sigue: 25 %

-7 -

Ejemplos de vehiculos convenientes:

Azul: Cloruro de cobalto.
Negro: Negro de carbén.
Amarillo:Cromato oflcico. e i
Blanco: Carbonato cdlcico precipitado.

Réjizo: Rojo de vitriolo (hematita roja).

Rojo: .- Pigmento rojo Norman.

La formulasoién anterior responde a los requisitos y
serd satisfactoria para aplicaciones t&pieae pr0porcionaﬁdo
al miemo tiempo las convenientes variaciones de color.

Ia preparacidén de los machos "provocadbrea" puede reé
lizarse por varias técniceas. Ie mayor dificultad, debido al
hecho de que necesita wn cirujano hdbil, estd en la prepara-
eidén quirdrgica del macho utilizando la desviacidn‘de; pene
y del prepucio, segin se describe en Veterinary Medioine/
Small Animal Clinieian, Abril 1973, pdg. 395. Utilizando es
te procedﬁmiento, se impide la copulacién.

No obstante, dado que wno de los aspectos més importan
tes de la presente descripeién es la de proporcionar uns . téo-
nica fdoilmente reproductible, prefiéro la técnice de resec-
cién del epidfdimo, particularmente en la eépecie‘ﬁovina. La
operacién se remliza en el toro, poco anteé de la pubertad.

La operasoidén que se va a describir tiene la ventaja consigulen

te do que la misme técnica puede utilizarse en los animales
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| del epidfdimo se retirsn a través de pequefias incisionea o8-

del epidfdimo que une la cola del mismo el testiculo se corta

.con unas tijeras y la cola del epidfdimo se mantiene en posi-

-8 -
potenoialeé para el mercado. Los toros crecen.mucho nds répi
demente que los novillos, y cabe esperar un peso con menor
contenido de grasa de hasta un 8 % superior al que puede obte
nerse con los novillos,

La operacién se realiza en posicién erecta. las colas

crotales ventrgles. Se utiliza enestesia local o anestesia
epidural fuerte. Los testf{culos se envian al fondo -del escro
to. Se hace una incisién de 3 a 5 cm a través de la piel ¥
de la tinica directamente sobre la cola del epididimo. Se uti
liza presidén dorsal sobre los testfculos para obliger a pasar

la cola del epidfdimo a través de la ineisién. E1 ligemento

cién gracias al conducto deferente y al cuerpo del epididimo;
émbos de los cusles pasan dorsalmente por encimas del lada del
test{culo. Se utiliza material de sutura pera ligar entre sf
el cuerpo del epidfdimo y el testiculo. Ie ccla d;i epidfdi-
mo se corta con tijeras y se retira, El prooediﬁiepto se re-—
pite en el testiculo del otro lado. Se aplica polvo antibid-
tico a la herida; que se cierra con suturas o grépés; Espe~
rar 20 dfas antes de utilizar el toro. ' |

El limitado nimero de apariciéﬁ dél estro en ?n grupo
demuéstra puede aumentarse por eincronizacién. Es itil a es-
te respecto la supresién del estro éor medio de gonadotrofe-
noé, particularmente los progestrégenos.

El acetato de medroxiprogesterons, C-met11—17 acetoxi

progesterona (MAP, Upjohn) es une progesterona sintética que
ha sido utilizada en una solucidn etalénica para suprimir el_?
estro. El acetato de melengestrol (MGA) se vende por la Divi :
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‘golicitudes de alimentos medicados aprobados, y es un proges-
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sién Tuco de la Upjohn Company, Kalsmazoo, Michigan 49001 co-.

mo aditivo en los pilensos disponibles pars los tltulares gde

trégeno sintético que se utiliza pare suprimir el estro con

el fin de mejorar el aumento de peso y la tasa de conversidn
de alimentos en las terneras para engorde. No se aprusba paré
fines de sinoronizaciédn. Posiblemente se debe a que el MGA
produce abortos (Journal of Animal Science, Vol. 30, pp 433) l
¥ la tasa de fertiliiacién de huevos es baja,mientraa_que es ,
elevada las anormalidades ovéricas (resumen 155, Journal of
Animal Science, Vol. 35). El MGA ha sido implantaedo en un imi
plante de poliureteno colocado en una vena provihente de 1la
oreja o subcutdnesmente en la oreja de la® terneras. Se han
obtenido porcentajes de liberacién de 0,4 mg al dia.

El MGA puede administrarse oralmenté, a diario, o in-
corporarse a una dlota de grano (hésta 4;0 hiligramoa en 1,82/
kg de grano'al.dia). Yo prefiero utilizar 0,4 mg a 1,0 mg en|
1,8 ké el dfa. Ie cantidad éptima serfa de aproximadsmente
0,5 hg de dosis oral diaria. Se ha demostrado Qﬁs dosis ora-
les diariss de 0,5 mg suprimen el estro y penmiten su apari—
cién de 2 a 9 dias:degpués de la suspensién del tratemiento,
(Veterinary quio;.neVSmall Animal Clinician., Vol. 65, mayo
1970, pp. 491). ,

Utilizando la dosis oral prqrerida'en el granho, deépuéav
de la retirada el estro ocurrird de 2 a 11 dfas despuds de ls |
suspensién con una media de 4, 5 dfas (+ 0,5 dfas) después de
la suspensidén. Ias terneras y las hembras maduras después del
nacimiento deben tener un ciclo normal del eatr& antes de la '
medicaoién, -

Con el fin de mejorar la tasa de fertilizacién de hue~
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‘mer estro utilizando la téonica anteriormente citade, en el

'ganado vacuno serd preferible esperar hasta el segundo perio-

vos y el entro esperado, el dfa de¢ la retirada se administran

|
de 10 a 20, preferentemente de 15 a 17 mg del esteroide Ben- i
zoato de Estradiol (Arapshoe Chemicals, Inc., Boulder, Colo- i
rad), por inyeccién intramuscular. Esto podrd ir seguido pori
una cantidad similar el 4fa quinto. Ia primera cantidad pue—i
de reducirse siendo satisfactoria en la mayorfa de los casos
una dosis de 15-17 mg el quinto dfa. E1 esteroide puede in- !
troducirse oralmente por mezcla en solucién etanélica y & con
tinuacidén introducirse en forma de cépeula'salina,'o afiadirse

a la racién de grano.

Si bien la fertilizacién puede ocurrir durante el pri-

do, en el que podrédn mejorarse los porcentajes de concepcién.

Preferentemente los snimsles se inséminaniel afa 26 o . ,
27 y de nuevo el dfa 28 =i no se emples un contirol preciao-de.
la deteccidén del estro y de la ovulascién tal coﬁo aqui se des|
cribe.. Despuéds de sincronizecién, el estro puede detectarsé
fécilmente utilizando toros “provocédoree". ‘Tal como se ha
dicho anteriormente esto hace que las hembras queden marcadas
al comienzo del estro. '

Segin se ha dicho anteriormente, muchos mamf{feros tie-
nen wna capacidad uterina que permiten la maduracién de un ma
yor nimero de fetos de 1o que es normal en las espécies. Esto
hace especlalmente conveniente los nacimientos mﬁitiples o
de mellizos. No obstante, se reconoce que la concepci&n de
mellizos es conveniente, pero que muchos hembriones son- inde—~|
segbles. En el ganado vacuno, el procedimiento preferido pa-

ra provocar el nascimiento de mellizos es una dosis al nivel

de 5-15 mg de FSH, preferentemente de 7,5 mg a 10 mg en 3,6ml’
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de carboximetilcelulosa Na él 1 % (Abbott laboratories, Chi—g
cago, Illinois) adminiatfados por via intremusculer dos veceﬂ
al dfa, durante 5 dfes, a partir del dfe 14-16 del ciclo esui
trual. le supresién del estro durante este perfodo puede ser!
conveniente y se realizas, como se ha dicho’anteriormente, con,
los ppogeatrégenoé sintéticos disponidbles en.UpJohn tal como ?
se ha dicho anteriormente (MAG). Puede obtenerse el FSH-P en
viales de 10 cc de aproximsdsmente 50 mg de unidades de FSH
de Armour-Baldwin Laboratories, Omsha, Nebrasks. Una quiﬁtai
parte de un vial proporciona una dosis adecuada. El FSH tien!
de a eliminar la tendencis del P¥S a broducir la indeseable
superovulacién que pueds provocar un némero excesivo de ooci
tos pars madurscién.

Se sabe que 1oa,embare§os miltiples en el ganado vacy
no tieﬁe efeotos colaterales perjﬁdiciales cuando se itrata de
sexos'diferenxes, ya'que incluso un solo macho de una caemada
producird por lo general hembras todas ellas (rreemartins"_en
la cemada. Ia obtencidn de gamélos, gin embargo, da lugar a
un aumento en la produccién de animales y los efectos colate~
rales perjudiciales pueden eliminarse utilizando les técnicas
de coﬁtrol del sexo que se discute mds adelante.

‘ La superovulacidn puede distinguirse de las técnicas
de obtencién de gemelos anteriormente mencionadag, por el he- .
cho de que por 1o general se produce en la ovulacién un mayor
nmero de huevos. : . .

Puede realizarse la reproduccién de individuos seleg
olonados para utilizer méds completamente los factores genéti-
co8 de lae hembras deseadas. las técnicas de superovﬁlacién
¥ trasplante de hnefos_han 8ido ya descritas en lineag'ganqng

les. MNds ade}ante se describirdn ciertos perfeccionamientos
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rarse hasta el segundo estro. ' i

en estas tdcnicas y los pavos preferidos para ellao.

La supresidén del estro es conveniente en los mamiferos!
receptores. De nuevo haremos referencia a la anterior des-
cripcién. Is vaca o novilla que debe ser superovulada debe

tener un ciclo sincronizedo con los de los receptores, pero

debido a problemas de fertilidad, los huevoé no deben recupe-—

La ovulacién miltiple o superovulacién ﬁuede pro&ocar-
se por inyeccidén de 1500 a 3000 UI (unidades internacionales)
de PMS, de suero de yegua prefiada. Para el ganado vacuno se
prefieren 2000° UI, mientras que la mitad de la cantided uti- |

lizada para los animsles de mayor temafio es adecuada pars los
cerdos y ovejas; El suero PMS (Ayerest Laboratories) puede i
inyectarse el dfa 16 del ciclo estrusl, o entre los dfas 15.y
18. Uns sola inyeccidén de PMS produce desarrollo hiperfolicu
lar, incluso eﬁ terneras de 4 a 14 semanas de edad. Debe ir
seguidd por una iﬁyeccién intravénoea de 5 a 10 mg de hormonal
leutinizante NIH-IH 5 dfas despude de la inyeccidn de PMS. Ia
PH ﬁuede obtenerse de 1los Dismond Laboratories, DeMoines,
Iowa (vetrobhin), debiendo tener cada viml wna actividad de

5 mg de NIH-FSH-S4 y NIH-IH-S1. De 12 a 24 horas més tarde
los huevos producidos deben exponerse al semen sl pe quiers
realizar la inseminacién en el animal donador.

Se ha mencionado que en vez de suero PMS, se empleen
gonadotrofinas pituitarias (FSH) pera brovocar el genelaje.
Dado que estas Wltimas se disipan muy rdpidamente, entre el
dfa 12 y 18 del clclo estruasl, se necesitan inyecciones de
6~14 mg (el mds bajo nivel que producird menos foliculos en

desarrollo) 2 veces al dfa durante aproximedsmente 5 dfas,

administradas de la forme anteriormente descrita y preferids,
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- deben ser inseminados, sl se realiza interiormente al donadoéy

‘no normal, proporeiondndose el peso adicional de la racién

- 13 -

o bien por via intramuscular en salina fisiolégion. Se ha |
sugerido que es til el Nilevar (nbret;londrona, Qus ya no
fabrica Searle) para impedir el estro durante este periodo
(Journal Animal Science, Vol. 34. 1972, pp. 77), pefo no es
conveniente, y puede utilizerse una dosis baja de MGA (0,3~
0,5 mg) para aloanzar esta finalidad, que parece aumenter el E
ntmero de foliculos. Ie FSH-P (Armour-Beldwin) es una gona- ;
dotrofina pituitaria spropiada, como se ha dicho anteriormen-;'
te. Puede sustituirse por 10 mg de FSH porcina preparads. V
Puede utilizarse la hormona leutilizanté, por ejembio NIH-LH~
-81 para provocar la liberacién al final del perfodo.

Una vez aparecido el estro en el ganasdo vascuno, debe
ser observado cada 4 horas haste que se detecte el finel del
estro, debiendo palparse rectalmente los ovari&s a intervalos

de 4 horas hasta que se deteota la ovulacién. Loes animales

con semen durante la litima parte del estro.

El desarrollo folicular equi contemplado puedé ser' au
mentado, especialmente cusndo se utiliza gonadotrofinas ali-
mentando a los animales con una racién de elevade contenido
enargdtioo.durante el perfodo de desarrollo fonicular, 7 a 14
dfas despuds del Yltimo estro. | ’

Esta racién debe duplicar el peso de la racién de gra

por glucosa y otras fuentes muy energéticas tales como grasa

(tocino) y melazas. .
Al comienzo de este perfodo, es conveniente tembién

administrar benzoato de estradiol, en la doslis que se descri-

be aqui en otro lugar.

Es muy conveﬁiente obtener huevos de una hembrea super-
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_ras, en cuyo momento los huevos se encuentran principalmente ;

.lareiatmioa.

- 14 -
ovulada entre 8 y 90 horas despuds de la ovulacién. Si los

huevos han sido inseminsdos interiormente, el mejor periodo

es entre 50 y 80 horas, y preferiblemente entre 70 y 80 ho~ -

en las pértee nds bajas del oviducto antes de la uniéhn ampu~
lar-istmica (una contraccién que hay anteé del dtero) y en
la parte superior de la trompa uterina. Esto produce una
concentracién de lus oocitos en esta zona local.

Este perfodo es. generalmente acéptable para.sujetos
no inseminados, pero los huevos se encontrardn mé;"affiba e@
el oviducto, incluso cerca de las fimbrias. Aqui el mejor
pgriodo es entre 40 y 80 horas, en cuyo momento la mayoria

de los huevos han llegedo a un punto cerca de 1la unién empu- -

En otros animéles, por ejemplo, las cerdas, el trans-
porte es aln més rdpido qus.lo anteriormente indicado paré 91'
ganado vacuno. ' B . _
' Dentro~de este perfodo puede realizarse ﬁna laparotbu
nfa de costado. Los aujetoé deben mantenersé en syunss 24
horas antes de ia operacién y recibir una inyecci6n intremus—~
cular de aproximsdamente 0,5 ml de clorhidrato de pfopiopro-
nacina (por ejemplo iravet, Abbott Labs 50/mg ml) 25 minutos
antes de la anestesia. Ia anestesias puede gser una 1nyecci$n
de clorhidrato de procsina en émbba lados doréal ¥ ventral de
las vértebras, primera, tercera y quinta lumbares, siendo lé

cantided de 100 & 150 ml segfn el temafio individual.

Ia zona de la incisién se afeita y s 1ava ocon solu~
|
¢ibén aséptica. Puede hacerse una incisidén de 15 a 20 em de
longitud entre la Wltima costilla y el éngﬁlo externo del é

ilio. Esto puede realizarse utilizando una cuchilla BardpPa;J
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- ker n® 22 en un mango Baré—Parker n? 4, Utilizando un tritu-

rador se realiza una ovariectom{a y salpingectomfa bileteral
donde se diseca un oviducto se grapa el extremo cervical de
la trompa uterina y se cauteriza con un hierro caliente, y ei!
lugar cauterizado se pincha con une aguja roma de una jaringag
de 20-50 ml. conteniendo suero de sangre boving estéril (Dif—
¢o, Detroit, Michigan) o preferentemente, cusndo se retirs el;
oviducto TCM199 o0, mds convenientemente, el medio descrito y |
dado como ejemplo en la presente memoria para cultivo del em-
brién. . Ie trompa se inunds con suero (podrd necesitar de 20
a 40 ml de suero) y el material se recoge en un vidrio trans-
parente eatéri;, después de pasar a través del oviducto. qu
teriormente se introduce en el oviducto un tubo que tqnga una
cémara de equilibrio de recogida para recoger los oocitos li-
berados. Le aspirecién del tdbulo ayudard a este proceso.

_ La anestesie optativa incluye una inyeccién inicial de
pentobarbifong sodio seguida a los 15 minutoe por un circuito
cerrad6 de fluoteano y oxigeno., la incisién .puede hacerse in-
medintamente anterior a la pelvis en la lfnea media-a'través
de ia;cuél se retiran el \tero y los ovarios sujetendo con
pinzes la trompa. Se efectia una incisién en la mitad del
ovidugto a través de la ocual se introduce la tubulacidén. Se
introduce una jeringa de 40 ml por onoiﬁa de la pinza y el
oviducto se inunde de la forme enteriormente descrita. Poste-|
riormente se vueive el tero al abdomen y se sutura la herida
utilizando batgﬁt nf 3 seguido por suturas interrumpidas de
la piel cubiertas con cinta.

Los huevos fertilizados pueden transrérirse 8 una na-~
dre adoptiva receptora cuyo estro esté sincronizedo con una
variacién ¢ 2 dfas.
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Los trasplantes utilizan la misma técniea anterior,
excepto que el ovario que contiene el corpus luteum ©o identi
fica por palpacién rectal y los huevoe se transfiersn a la

trampa uterina adyscente utilizando una Pipeta Pasteur conec-

tada 2 una jeringa de 1 ml. Si el corpus luteum eaté prosen—
te én cada ovario, los huevos pueden trasplantarse a émbés ;
trampas. No obstanté, al menos hasta shora, no es ten fécil i
el gemelaje. Siempre que puedan sexusrse los huevos (blasté-!
meros) es conveniente trasplantar los huevos pera aumentsr la
probabilided de parto, peroc esto puede hacerse sin&démasiado

temor a las "freemartins", ya que es méds probable un nacimieg
to por cada dos oocitos., 7

' S1i estén fertilizados, los huevos pueden manteperSe qE£
rante un breve perfodo de tiempo (10 horas) en una odmara de

didlisis, o durante més tiempo en una unidad de incubacién

la uhién Utero~tubdrica del oviducto de una coneja que estd
ligado, de manera que los huevos no pasen al dtero. Esto fa-
¢llita su recuperécién cuando Be inuﬁda el oviduqtofpéra recu
perar los huevos., En esfas condiciones, los huevos se dividi
rén normalménxe en unos 7 dfas, como tambi§n puede ocurrir en
una incubadora. '
Debe llevarse atencidén para asegurarse de que al'receg_
tor esté sineronizado en i 2 dfms, si es posible con toda exag
titud. Generalmente se tarda 4 dfas despuds debla fertiliza-
cién antes de que los huevos entren en el Wtero, donde pueden
ser recogidos de la entrada Ae le cervix por los dos procedi-

mientos que se expondrédn. Debemos tembién recordar éus ge

tarda aproximadémente ol mismo tiempo cuando los huevos se re

cuperan quirirgicamente del oviducto y del dtero. Ios recepﬁd
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res deben recibir lop huevos antes de la regresién del corpus
luteum, y pfeferentemente dentro del perilodo que termina el
62 § 72 dfa,

Utilizando una pipeta, y técnicas como les utilizadas
para inseminacién artificial, los huevos pueden introducirse :
a travéds de la cervix en el ganado vacuno y en los caballos E
(no en los cerdos) pero deben observarse condiciones asépti- :
cas para impedir una endometritis purulenta. Ia distensién
del dtero con didxido de carbono es conveniente para transfe-
rencias no quirtdrgices. '

La introduceién no quirtdrgica de los huevos en los re-
ceptores, é 6 3 de 6 células en la fase precoz de la mérula,
se realiza comenzando por extraer los huevos Junto con 0,5 ml
de medio o suero en una pipeta ordinaris de inseminaecidn cur- .
vada por un extremo, todo ello en condiciones asépticas. ILa
pipeta se introduce a travéds de un speculum-estéril en el oa~
nal cervical del receptor y se hace pamar hacia adelante a lo
largo de la tromba uterina en la que se ha detectado previamen
te, por palpacién rectal, el corpus luteum. Se introduce €O,
a través de la misma pipeta hasta que el tero estd totalment%
distendido. El equipo incluye dos frasmcos, uno conteniendo
trozos de hielo seco, cubiertos con etanol el cual se conecta
al segundo frasco por debajo de una linea de agua (el segundo
frasco estd lleno hésta la mitad con agua destilada). El es~
pacio superior del segundo frasco se conecta a un adaptador
de T, uno de cuyos lados lleva la pipeta y el otro a un baldni
de goma que se hincha a medida que aumenta la presién en el
interior del dtero. - Inmediatamente despuds del paso del gas

Be extrae la pipeta y el iitero permanecerd distendido durante
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El trasplante por estas técnicas no quirdrgicas con-
templa el uso de ﬁna cdnula flexible hecha preferentemente
con tubo Silastic (TM de Dow Chemical) en uns pipeta. la pi-

leta se introduce en la trompa uterina y la cénula se hace |

pasar (a travéds de la pipeta) para eipu.laar el trasplante al
interior de la tromps uterina, o con trasplantes ge tamafio
pequeiio, en el interior del oviducto a través de la unién
istmica.

Antes de la transferencia de huevos fertilizados al rg
ceptor, serd conveniente sexuar el embrién que se ffénsfiere.
Todo esto pude.realizarse de una serie de maneras. Evidente-
mente, la fertilizacidén del oocito con espermatozoos ordinag-
rios dard lugar a una probabilidad del 50 % de oada sexo. No

obstante, ya que se pueds mantener el embrién in vitro durag

poeible determinaf nicroscépicamente don microscopio electrd-
nico;'si en las células del embrién estdn preaeﬁte los cromgp
somas X 6 Y. '

Las cdlulas de la fase de mérula o el blastocisto se
ecortan del‘embrién. Con el blastocisto, que es mds convenien|
te en vista del menor riesgo de dafio, la zona pqilucida se
mantiene con una pipets bajo suceidén y el trofoblasto se peng|
tra con uné aguja suficientemente grande como para cortar uma
o dos células.

Con el fin de examinar el contenido de cromosomas de
las oélulas, 0,075 KC1 (Gibco n? R15-0575) se mezcla hasta un
volfmen total de 4 ml y se refrigera. Las célulss se suspen-
den en 0,5 ml de suerc fetal de termera y se afiaden 0,5 ml de!-
solucién hipoténica, seguido por 3,5 ml inmediatamente antes

de la centrifugacién. Centrifugar durante 6 minutos a 750
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r.p.mn. El tiempo trenscurrido desde la adicién hasta la ter-.
minacién puede ser superior & 12 minutos. Retirar la totalie
dad a excepcién de 0,25 ml de sobrenadante y volver a suspen-—|
der las célules en el sobrenadante restante. Fijar con tres S
partes de alcohol absoluto por una parte de écido acético glg
clal aﬁadiendo primero 0,5 ml, siguiendo por 3,5 ml de solu-é

cién de fijacién, Las células deberdn permanecer en la solu~

elén de fijaeién 15 minutos. Retirar todo excepto 0,25 m1l |

de sobrenadante de fijacidn y repetir el procedimiento de fi-
jacidén. |

Una vez repetido el procedimiantb de fijacidn, retirar
la totalidad menos 0,5 ml de solucidn de fijacién y volver a
suspender las cédlulas. Colocar dos gotas con las cdlulas en
une platina de vidrio himeda frifa y limpia, y soplar hesta
que se seque. A continuacidén colorear con dos gotas de ¢olo~]
rante Aceto~Orecin (Giboo n® 537.538.539). Acto seguido exa-
minar las oélulas con microscopio electrénico y tomar nota de
les ceracter{sticas de los cromosomas.

Los animales sscrificados pueden ser una fuente de
oocitos que pueden transferirse a los receptores vivos para
madurgcién. Los animales sacrificados se tratan antes del sg
crificlo como 81 se fuera a adoptar procedimientos quirﬁrgi-

cos o no quirdirgicos normales, E1 tiempo de sacrificio debe

El animal puede ser sacrificado despuds de fertilizacién o
antes de inseminacidén como en las técnicas de recuperacién
quirdrgicas.

El sacrificlo se realiza aturdiendo al animal y‘por

sangria. Mienfrae se realizas la sangrfa, se efectia una inci

sién ventral y se recuperan intactos los ovarios, oviductos y
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- de tejido preferido que aqui se describe y posteriormente al

‘Jidos tal como TGM199 6 Hem's P10, y preferentemente en las
- formulaciones que aqui{ se describen a tftulc de ejemplo. El
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las trompaé uterinas. Las trompas pterinaa ne sujetan inme-
diatamente con pinzaé Yy se cauterizan. Los érganos se 0olo-
can en un incwbador de trensferencia para mantenerlos a 30-38

% ¥ preferentements a 31-33°C,§transfiriéndose al punto en

el que deben recuperarse los huevos.

Ia recuperac;én se realiza cortando el oviducto y los

ringa a travds de la trompa uterina y la inyeccién de 20-40 -
de suero, o, preferentemente, medio de ocultivo de tejidos
(TCM199 6 Ham'as P10 6 F12 Gibeo).

Los huevos se depositan en un cristalbde observacién
Y se oubren con aceité'de parafiha. Se examinan con un au-

mento de 50X y se recogen ¥ transfieren al medio de cultivo

receptor. A
Los oocitos no fertilizados pueden recuperargé también
del ovario ppr.aspiracidn del corpus luteum del animal saériA
ficado. Pueden fértilizarse‘cbmo se describe en otro lﬁgar.
' Entre ia recuperacidn & transferencia a un receptor

es oonveniente cultivar el embrién en medio de cultivo de te-

cultivo Ee mantiene én incubador comercial para cultivos de
tejidos a temperaturas de 31 a 37°C con 5 % de CO, y 95 % de
aire u oxigeno. Se prefieren las temperaturas més béjaé de
1la gema (31~33 c). Puede tenerse algin éxito en la gems hore
mal de cultivo de tejidos de 3700. .

- Las cédmaras de cultivo pueden ser tubos de éheayo de

ceristal (de 30 mm o de 25 por 75 mm) con tapones de ecaucho -

silicénico. ILa superficie interior del tubo debe recubrirsa
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EJEMPLO PREFERIDO DE MEDIO DE CULTIVO mg/litro
NaCl 6.800
Kol 400
MgS0, BHQ0 200
NaoHPO4 2H,0 60
KH, POy | 60

| Glucosa : ' 1.800
Rojo fenol . 10
CeCl (anhidro) 200

con silicona para impedir que los organismos se fijen a la
pared de vidrio. Ie mitad del tubo se llena con medio de cul
tivo temponado con tampén HEPES, y suero bovino al 20 %, y 1la

otra mitad con la mezcla de gas que se renueva cada 8 horas.
Los tubos debén colocarse horizontalmente sobre rodillos y
girarse continuemente a 30-40 r.p.m. durante la incubacién. :

| Cuando se recuperan los~huevos,‘aa recogen los lavados:
en los tubos, Se retira alrededor de 3 ml de fluido en el |
fondo de cada tubo despuds de 20 minutos a las temperaturas ;
de incubacién, transfiriéndose a un cristal de observacién o ;
a una platina de pozo, observﬁn@dsa los huevos bajo microsco-
pio de diseccidn a 50 o 187,5X de aumento, y ge ‘examinen &
450 o 1875X de sumento.

Los huevos pueden transferirse a los receptores de 1laj.
forma que se describe o a un cultivo de mayor duracién en tu-
bos © conejos. .

El medio de cultivo preferido, segin se indice en el
ejemplo siguiente, incluye Vitamina B12, Lipoicacida, piruva-
to sbdico y I~Glutemina. Se tampona con tampén HEPES y NchCq
hasta un pH de 3,7-7,4.

ReHCO3 (segtn el pH) 400 |
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L-Arginina HCl

I-Histidina HC1
Monoclorhidrato de I-lisine
DI-triptofano
DL-Fenilalanina
DIL-Metioning

Dl~Serina

DI~Treonina

Dl~Leucina

DL~Isoleucina

DLl-Valina

DL-monohidrato del dcido glutdmico
DI~dcido aspdrtico

| DL~Prolina

L—Hidrox;prolina
éiioina
L—quxamina
Acetafo sbédico .
L-cisting
L=Tirosina
L-cisteina HC1
Sulfato de adenins
Guanina HC1

Xantina

Hipoxantina

Uracil -

Timina’ A

Posfato alfa=tocoferol disddico
Tiemina HCL

mg/litro
70,0
20,0 E
70,0
20,0
50,0
30,0
50,0
60,0 |
- +120,0
40,0
50,0
150,0
60,0
40,0
10,0 -
50,0
100,0
50,0
20,0
40,0
0,1
10,0
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,01
0,01
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ng/litroe

Piridoxina HCl 0,024
Riboflavina 0,010
Piridoxal HCl 0,025
Niacina 0,025
Pantotenato edlecico . 0,010
i~Inositol : ‘ 0,050
Acido asedrbico 0,050
Acido folico | © 0,010
Acido para-sminobenzoico . 0,050
Nitrato férrico Pe (N03); 0,100
d~Biotina - 0,010
Medaion ' 0,010
Glutaion ' 0,050
Vitemina A | 0,100
Caleciferol | 0,200
Tween 80 (Trademark Atlas Poweder) (marce registra

-da de Atlas Poweder). 20,0
Acido adenflico 0,200
Prifosfato de adenosina . 1,0
Desoxirribose . 0,5
Ribose 0,5
Colina C1 0,5
Vitamina B12 1,3
Acido lipoico : 0,2
Piruvato sédico 110,0
Leglutamine 200,0

Mdes 20 % de suero fetal de termera, inactivado por cg

lor, por litro del ejemplo anterior.
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-rarse in vitro. Se fija wna sguja n? 20 a una;Jer;pga’ée 1QO
| ml 1llena con 20 ml de medio de cultivo. E1 corpus luteum se
videntifica por la paroscopia realizada a 32=36. horas después

. nado, preferentemente de que hayan transcurrido, 14 horas des-

--pués de 18 detececién.

:pcavidad'abdominal se distiende con CO, ¥ ae_;ntrgdupe labroco

EJEMPLO 2 ) .
'Igual'que el anterior, pero las ssles de Eerle (Gibco)
se sustituyen por las Bnloa del primer sjemplo mientraa que
la Glucosa sigue siendo de 1800 mg/l. o
EJENPLO_ 3 | )
Tgual que el ejemplo 2, con el doble de viteminas y
eminodcidos en peso. o
EJEMPLO 4 | e
. Iguel que el ejemplo primero, con el doble en peso de
viteminas y emino deidos y con glucosa a 1.009ng/il:z

Los oocitos pueden retirarse del corpug'lu@eqm y madu-

de inyeccién de gonadotrofina para provocar el desarrollo fo-|

1iou1§r o en las 24 primbraé horas de calor ° estro en éi.ga-

Se realiza una incisién de 15-20 cm segﬁn se describe
para reeuperacién quirﬁrgica de los huevos o bien en la parte

ventral media por encims de la ubre en el,ganado vaquno, Lo

pio pars localizar los ovarios ¥ el corpus luyenh, ;Se penetré |
en el corpus lﬁtéum con la aguja y se aspiran.}OS oopitos ba jo
vac{o firme. _

~ E1 oocito se transfieré a un cristal ggﬁpbse;vacién
oon-5 ml de medio cublerto con parafina o aéeite mineral. les|
oéluias'cumﬁlus que rodean el ooclto. se retirqn pdq exppsidwn

] hyaluronidasa durante 3 a 5 minutos. El obcito se rétira

gon una pipeta ¥y 0,1 ml de medlo y se lava 2 veces con 2 ml
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de medio. Debe llevarse cuildado pars asegurerse de que los |
oooltos quedan siempre cubiertos con medio o medio I'BS (smolu-

cién salins tamponada con tosfato de Dulbecco) para impedir

su deshidratacién.
Los oocitos aspirados del folfculo madurardn in vitro
cuando haya sido iniciado el desarrollo folicular por inyec- ;

‘ciones de gonadotrofina tal como se utiliza pers provocar la

super ovulacién retirdndose los oocitos de las paredes de los
foliculos finos (desarrollados).

Iog ooclitos madnrarén cuendo se recuperan.dél corpus
luteum de los folfculos maduros en unas 4 horas, cusndo se se
paran las células cumulus. Generalmente no es preciso seperan
los cumulus cophorue.

Los oocitos pueden obtenerse por sacrificio de 6 a 14

horas despuds de la- detecoidén del estro. ILos oviductos se sg

peran en secciones de 1/8 de pulgada y debe aspirarse tembién
el corpus luteum no abierto. Ias secciones y los oocitos 8894
rados del corpus 1u$euh deben colocarée en un medio cubierto
con aceite de parafina o aceite mineral.

Siempre que se recuperen los oocitos deben mantenerse
templadoe en una incubadora o en una platina calentada dé un
mioroscopio de diseccién. El aceite de parafina debe equili-
brarse con CO, al 5 % en eire en el medio de cultivo,

51 es necemario, debe retirarse el codgulo de células
cumulus. '

A Depe cuidarse de retener upa.eantidéd de flu;do folicu
lar fresco ya que se introduce 0,1 ml de fluido folicular con |
0,4 ml de esperma con una concentracién de 1 a 2 millones por

ml, En un plazo de dos a cuatro horas las células cumulus

que rodean los oocitos separan y forman una cape en la superfi
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'l parados deben utilizerse cuando se utilizg 1avsgparaci§n del

el tiempo de ovulacidn pueden eliminarse empleendo técnicas
perfeccionadas.

la célula del donador por separacién de la ¢élula de manera

'vque-el némero total de oélulas diferenciadas que se trasplan

- 26 -
cle. Al cabo de 5 a 7 horas de coqgentréci6ﬁ, la fertiliza=-,
0ién ha terminado y los -huevos puedén oolooarse on cultive i
para su maduracidn haste ln fase mérula o transterirse a us |
receptor. :

Ia fertilizacién in vitro utilizs los ejemplos de for,
mulacidn del medio de cultivo temponado a un pH7,3-7,5 son .
bicarbonato sdico y HOL diluido. E1 piruvato sédico o el %
oxaloacetato sddico deben formar parte de este medio deAfer~
tilizacién asf{ como alb¥mina bovina al 30 % del volumen uti-
lizado. El medio para fertilizacién y cultivo. det_@ ‘contener
50 miligramos de sulfato dé’eatreptomicina/h;'3:75_mg de pe-
nicilina G(sal potdsica) ml., No obstante, estos ltimos pre |

esperma por 8exo0.

La sincronizacién del donador y el receptor as{ como

‘Puede obfenersa un retraso por cultivo de.los cuerpo:
celulares trasplantados durante un oierto perfodo de tiempo.
Esto puede conseguirse por las técnicas de oongela-

cién que aquf se describen, o provocando el desarrollo de

tan se enouentren en la fase en la que estarign i se hubiesq
permitido el progreso normal. o

| As{, se prefiere trasplantar 195 cuerpos celulsres
a receptores en el momento correspondiénﬁe,a unos pocoe dias
desde el momento de la divisién de la primers, célula o los
cuerpos celulares y el tlempo de fertilizacidn normal del re

ceptor. El objeto es el de proporcionar la océlule del dona=
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.aé exponen aqui en otro lugar,

dor al receptor en un momento aproximademente igual al éue l
permite la implantacién en la faae de desarrollo del biasto-|
eisto. i

Se trata’preferentemente de 12 dfas de aincronizacién;
de la fase esperada de blastocisto o mérula del emdbrién y la
fecha en que el‘receptor puede esperar su propia fase de blaé
tdciato o mérula.

Este temporizacién permite un mayor uso del trasplen- |

—_—

te no quirtirgico, as{ como trasplentes quirdrgicos en un tienm
po posterior, y debe realizarse antes del déecimo dfa después‘
de la ovulacién del receptor, preferentemente antes del 7%
dfa después de la ovulacién.

Las téonicas de separacidén de células y las téenicas

de congelacidén que se utilizan para alcanzar este resultado

La determinaci6n del sexo es importante por muchas ra
zones, y puede obtensrse por sexualizaocién de un embrién des
pusé de fertilizacién o de otraé de las maneras que aqui se
describen. |

Los espermatozoos pueden pre-sexuslizarse por separa-
e¢ién de ios eromosonas X e Y éue llevan espermatozoos, utili'
zdndose la separacidén resultante péra fertilizar los oocitos
maduros.

‘ Un procedimiento para consegulr le separscién es por
centrifugacién repetida a 750 r.p.m. de pipetas cerradas que
‘contienen semen. EL esperma "femenino" pesa ligeramente nés
Yy tiende a concentrarse en ls parte inferior del tubo. Loa
espermatozbos ﬁaben Suapenderse en una solucién tamponads clg

ra durante la centrifugacién. Se ha utilizado también la

electroforesis para separar los espermatozoos. Ninguna de eg
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para obtener los espermatozoos femeninos deseados utilizando
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tas técﬁicas son partidularmenté sapisfactorias eh el esta- '

do actual de la tdonioca.

No obstante, puede emplearse una técnien perfecciona-~
da que utiliza materisles de intercambio de iones tal como se
describe en esta patente. Se reconoce que los espenmatozoos§
$ienen una carga negativa, pero parece que hay una 10ca112a-z
cién dé la carga en la cabeza 0 en la cola de los espermato—i

z003. Se observa la posibilidad de obtener mejores resuliedos

matefiales de intercambios de iones, bien separadameﬁte o
bien en combinacién con la centrifugacién.

Se utilizan cafiones para pfoducir el atfapamiento del
esperma "mesculino"” y aniones para atrapar -los- espermatozoos
"femeninos". Esto puede realizarse induciendo una f£locula-
cién:dél esperma indeseado en un cristal de_obéervaciﬁh con
una<eleVada Superficie en relaoién con el vbldméﬁ,fdescribiég
dose’ més adelante el procedimiento preferido. '

S1 blen se reconoce que pueden utilizarse como materigl
les de intercambio de iones las arenas glauconiticas y 1las
zeolitas, los resultados més satisfactorios se obtienen aivi-
diendo finamente resinas de intercambios de iones. Son apro-
piadas las resinas catiénicas de los copolfmeros divinilo car]
boxilico/benceno o los produétos de la copolimerizacién del
doido metacrilico oon divinilbenceno y los del anh{drido ma-
iéioo con estireno y con divinil-yenceno. ‘No se utiliza es~
treptomicina en el medio de'éoporte coh resinas carboxflicas
debido @ su interoambio de iones con ellas. Estas resinas
catibnicas producirédn espermétozoos capaces de producir eﬁ—

brionee femeninos

Los intercambiadores aniénicos pueden producirse por
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nitracién y reduccién posterior de copolimeros de autireno/ng
vinilbenceno. Con este sistema se producirédn espermatozoos i
capaces de broducir embriones machos. i

Las resinas resultantes tienen las estructuras siguieg:
tes: ' ' :

Resina bésica de intercambio de aniones

- CH CH, CH CHp

' N ‘
2 CUN.
CHoN(CHs) CHoN(CHy)p CHoN(CHy)

~CH ~ CH, -

Resina dcids de intercambio de ocationes.

- T CHa ‘|’ CHp —— CH
COOH COOH | @
' ' - CH

Ias resinas que me utilizan pueden basarse en las re-

-.CH2

sinas Dowex (marca registrada de la pow Chemieal Company,
Midlend Michigan). Pueden utilizarse las resinas aniénicas
més fuertemente bdsicas del tipo de estireno-divinilbenceno,
Dowex, 1,221K, pero es mejor utilizar la polismina de polies-
tireno Dowex 3, que es débilmente bdsica, en un medio con una
gama. de pH hasta 7,1-7,3. Se prefiere un tamafio de malla de
100 o superior (100~300). ILas resinas apropisdas son las
B342-AG3, B343-AG3 (embas poliaminas de poliestireno) ¥
B143-AG1, B14§»AG1 (amonio cuesternario de poliestireno) como
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eniones y las B544-AG50, B545-AG50 (basadés en la Dowex 50)
como cationes, que pueden obtenerse de los Bio-Red Laborato-

ries, Richmond, Californisa. - ‘

Las resinas del tipo anibnico y catiénico puedeﬁ ser
del tipo de celulosa, prefiriéndose el tipo catiénico. Pﬁedq
utilizaree un intercémbiador de malla 100 a 200 del tipo 20 ‘
GM-éeiulosa (carboximetilcelulosa) de la Brown Company, 555 !
Fifth Ave., Nueva York, Nueva York. i

Para obtener la muestra, el eemeﬁ ge lava dos véces y
se soporta en una solucién tempén con un pﬁ de-7,3-7,5. La rg

s8ina se¢ iIntroduce en un tubo de ensayo con un extremo infe-

rior en embudo y ﬁn borde ampliado, el cual se apoya a su. ]
vez dentro de un tubo de ensayo de recogida. El esperma se

troduce por encimas de la resina y seAfiltra a travéds de la re|
sina, preferéntemente por centrifugacién a 750 r.p.m. durante
un minuto o mds. Ia base del tubo exterior de recoglda tiene

una solucién tempén adicional de soporte para recoger el es-

El esperma se estratifica a continuacidn, y los esper-—
matozooe-deseados gse retiran y se utilizan para inseminacién
o bien se congelan. '

Otra técnica que puede utilizarse sola o en combina-
cién con los citados materinles de intercambio de iones para
seperacién de las fracciones espermdticas es una combinacién
de centrifugacidn'y diferencias de presién.

Este téonica es especialmente efectiva con el ganado
vacuno debido a la gran diferencisc de temaflo de los esperma~
tozoos X e Y. Se uﬁi;iza uné cémara de separacién de tubo -

cénico de una centrifuge a contracorriente. Ia fraceién fo-

menina deseada se obtiene colocando semen lavado y diluldo onl
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“ro vacfo. las células se retiran colocando uns segunda mi-
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la centrifuga, solo o junto con el intercambiador de ilones
apropiado, y la solucién diluida se contrifuga a 750 r;p.m.
a wa velocidad monor de 1000 r.p.m. A continuacién se apti’
ca una segunda o tercera fuerza, es decir, la aplicacidn de |

una diferencia de presién de 15-30 cm de sguella en la que ss

.obtiene el esperma.

Para le seleccién masculina se aplican las citadas |

técnicas, aumentédndose la velocidad a méds de 1000 r.p.m. ¥ ai

‘menos de 1200 npam. Se aplica un vacio del orden de 15-30 cﬁ

como diferencia de presién en coﬁparacién con la de la pre-
8ién de recuperacién del esperma. i

, las fracciones se obtienen de aste modo y se retiran
del diluente, concentrdndose a continuacién. Puedgn dtili— i
zarse entonoces para'inseminaéién 0 congelarse en una solucids
tampén para uso posferior.

le realizaci&n preferida utiliza centrifugacién a con-
tracorriente en combinaei&n con un materlal de intercambio
de iopes. S1i bien la diferencia de presién parece me jorar
los resultados, pueden obtenerse fracciones aatisfaptorias *
tal como se describe en otro luéar. Estas fracclones se utl
lizan para inseminar los huevos recobrados. |

El sexo puede determinarse por examen de las células

retiradas de un embridn. En la fase del blastooieté, el em-

- H
brién ese coloom en una cdmara en la platina calentada de uni
microscopio de diseccién del tipo de contraste de fase. im |

zona pellicuda se mantiene con una micropipeta bajo un lige-

cropipeta contra la zona pellicuda con una ligera presidén en

la regién del trofoblasto, y se inserta una aguja cepilar en|

- |
© las células, retirdndose del trofoblasto unas pocas eédlulas. |
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2 m1 de medio, segin se describe aqui por ejemplo-o con solu-

.podrd retirar células cumulus extrafias’ del folfculo-de De -

‘m), ‘'de medio. ILa refrigeracidén se realiza en un bafio-a - una
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Egtas pﬁeden exeminarse entonces con un m;lcroscopio electrd-
nico para determinar el sexo. , ‘

' Cuando ha sido determinado él gexo, el blastocieto pug
de transferirse a un reoeptbr y dejarse madurar.
' En las células del embridén pueden realizarse diferen~ |
tes operacionea'que ayudan a la reproduccién de snimales ge-
néticamente superiores por parte de los receptores,'igual que
se hace .con los sexos. Esto abre la posibilidad de utilizér
més plenamente la capacidad uterina del ganado vacuno, evi-
tando las terneras "freemartins" y es aplicable"a.b%ras e8po=
cles.

Los huevos fertillizados y los pequefios embriones, pre-

ferentemente de temafio no mayor que la fase mérula ‘pueden con

gelerse a -196°C. Esto se realiza lavando lo# embriones en
cién PBS, A los huevos recuperados. del corpus. luteim se les

Graaf exponiéndoles a hysluronidasa (150 unidades U.S.P. por
mililitro) en el medio durente 3 a 5 minutos. * -
En una gota muy pequefila (aproximadamente 0,01 ml) de

medio, los huevos se transfleren a pipetas que contienen 0,1

velocidad inferior a 2°C por minuté'con un punto 4ptimo entre
0,3 y 0,4% p6r minuto. A 0°C, se afiade como tampén 0,1 ml-
de dimetilsulféxido 2M. Despuds de 15 o més minutos, las
muestraé se'transfiéren a un bafio de aproxﬁmééamentet-4°c y
se siembran dos minutos més tarde con un criétal de hielo 7
diminuto. laes musstras se enfrian entonces a la" misma velo-

cidad hasta -70°G ¥ a continuacién a ;11000 (etanol y bafio do

hielo seco) y acto seguldo se transf;eren'directaﬁenté a; ni-
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¥ colocar células del mismo tipo en el miemo recipiente.
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trégeno 1iquido (~196°C). ?ueda utilizarse helio lfquido pa |
ra obtener el gradiente de temperatura y la velocidad de en-%
friamiento. : I

La descongelacién se realiza colocando la pipeta en un;
tubo de 40 x 200 mm en -110°C de etanol y celentdndose por .E
contacto con aire a temperatura ambiente a 40 por minuto, m;;
diéndose a partir de -65°C. A 0°C se afinden 0,2, a continua
cibén 0,2 y finalwente 0,4 ml del medio de cultivo. Loe em~ |
briones'se transfieren entonces a un nl de med;o Yy se enjua~
gan dos veces con uns cantidad similer. Se examina a 50X pa
ra determiﬁar‘la velocidad de recuperacién y se tranefierg al,
oultivo, es decir, a un cristal de observacidn bajo aceite mi
neral a 30-38°C. (Preferentemente 31-33°C) en,nna.atm6aferé |
con 5% de COp y oxigeno o aire. '

Los cuerpos celulares que se congelan de este modo de-
ben congelarse en el medio preferido segin la presente memo- ‘
ria.oonteniendo piruvato sédico u oxaloacetato. sbédico en can-|
tidadeq‘igualea, También puede utilizarse una solueién PBS
conteniendo estas'suatanciaa, siendo conveniente ia adioién
de glucosa. |

Es importante sumentar la utilizecién de los huevos
recuperados u congelar en el mismo reciplente embrliones del

mismo sexo.
Con esta finalidad conviene separar las células indivi

duales de un huevo con una lisina, tal como aqui se describe,

Las oélulas separadas con lisina son perfectamente cg !

paces de diferenciacién despuds de descongelacién y se obtie-

nen mejores resultados en el proceso de descongelacién. !

La zona pellicuda de la fase de mérula o el cuerpo ce~i
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'.exposicién a la temperatura embiente dursnte 3 horas. Para

'una descripcién nds detallada de la fertilizacién 1n vitro

| se realizan con ayuda de un miecroscoplo de d;secciéq.de con-

erigtal de observacién en forma de copa que ha sido cubierto

- 34 -
lular embriénico inferior, incluyendo las que se separan por .

tratamiento con lisinag, pueden retirarse convenientemente an-—

|
|
tes de la congelacién. ' T _ !

Despuds de la descongelacién los cuerpos celulares pue
den protegerse por transferencia a la zona pellicuda Ge una !
segunda célula. ;

Estos procedimientos se definen con mayor detalle en é
otro lugsr.

Las oosferas pueden congelarse de la manera anterior-
mente mencionada y descongelarse hasta 0°C, aﬁad;éndbSe gotasi
sucesivas de esperma, preferentemente con fluido folicular,
tal como se desoribe mds adelante, mezclado cén el medio de
soporte, hasta que la cantidad de medio de soporte fluido sea

de aproximadamente 0,8 2 1 ml dejéndose calentar el medio por

pusde consultarse el eJemplo dado sin rererencia 8 la congela
cidn.

Laquperaciones en las células. mérulas y blastocistos
traste de fase. El soporte de células em?léaqb es8 un peqhbﬁo

¥y tlene unas gberturas de acceso de pequefio #amaﬁo en sus la-5
dos a travéé de las cuales pueden introducirse las herramien—!
tas de operacidén. Estos orificios y la chapé de recubrimien—
to se saﬁan con pelicula de aéeite de silioéna, Y les herra=~

mientas pueden mantenerse con micropbsicionadorés e introdu~

cirse & través de la pelfcula de mceite. Ia platina del mi- |

.
1

|

- Lgs microagujas pueden hacerse con vidrio Pyrsx de 1

,croscOpio debe ester calentada.
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tira también le pipetas hasta una porcidén muy fina con una cay

(marca registrada de Corqing Glass) o con varille de vidrio
do borosflice estiradas hasta former un eje delgado (de unos
0,3 mm) y de 50 mm de longitud. Se hace un codo vertical ps-

ra proporcionar separacién entre el soporte de la microherra-—

mienta y la platina del microscopio. El eje fino se dispone
en un gancho para soportar un peso, y a continuscién el eje
con el gancho se carga con una carga de 1 g y se estira en !
wn éngulo de 45°. En la punta se dispone un cordén que =
continuacién se lava o paras una aguja de gancho la punte se |
enfria ligersmente y a continuacién se dobla a un dngulo de
aproximedamente 120° como para formar una aguja de gancho con
un 4ngulo incluido de sproximadamente 60°.

Les micropipetes se hascen como las agujas comenzando
con cepllares de vidrio de 1 mm. Entre las operaciones de

estirado se forma un gancho en la pipeta, y finalmente se eg

ga de 250 mg en un £dngulo de 45°. El orificio se dispone en
la superficie para formar un orificio de cordén biselado. Pug
den utilizarse microposicionadores comerciasles (Leitz) pafa
mentener las herramientas en las operaclones que seArealizén
dentro de las células con les herremientes asi preparadss sog
tenldas por los microposicionadores.

En la fase bicelular antes de la divisién, las células
deben ser observadas Intimamente-para compro%ar la divisidn a
la fase de 4 célules. En la fase de 4 células, los cuadran-
tes superior e inferior del mismo hemisferio de la fasa de 4
células pueden separarse micro-quirirgicamente pasando mecd-
nicamente una microsguja de vidrio s travds de la zona pelliQ

cuda (si no se ha retirado previamente con limins) y a conti-

nuacién separando los dos hemisferios con presidn baja y sos-
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mente con medio tamponado con fosfato.

* 1Ymen) en un disco Petri plano de 112 ml con 20 ml de medio
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tenida. Este procedimiento pﬁede utilizafse pers producir l
gomelos idénticos. 1
Es posible la clonizacién de un huevo fertilizado. La'

"téenica que se utiliza squf es la de retirar la zona pelliqg;

'da en la fase de mérula del desarrollo o en la fase de 8 a 16

c¢élulas por tripsinacién. Ias células se suspenden en el csl
do y se exponen & la solucién de tripsina y a los 15 minutosi

f t
se agltan mecénicamente con una microaguja de vidrio para se-

parar las células individuales. Ies células se lavan rdpida-

Al mismo tiempo es conveniente disponer de otros hue-
vos de donatario adicionales conila zona pellicuda intacta.
Con una aguja eétérii,,bajo el microscopio, se retirsn o deg

truyen los nidcleos de cada>célula del donatario. Ias célu—
1as del donador se aspiran al interior de una aguja fijada a
una jeringa ¥ la céluls se inyecta en la regién nuclear de
las células del donaterio, y posteriormente es;aa,células del
donataric se transfieren ai cultivo o ai'récipiente pa?a su |
maduracién. Normalmente las células se observén'é travéds de
la primera divisién despuds de la inyeccidén y antes de-la
transferencis.

Ia zona péllicuda puede retirarse cbn tripsina, disa-
socidndose las células por tripsinacién u otra lipsina.

Las célulss pueden-suspenderse en el medio preferido
0 en un medio bdsico de Eagle, embos modificados de manera
que tengan el doble de la cantildsd habitual de aminodcidos y
vitaminas (80 partes /voldmen), caldo de fosfato de triptosa
(10 partes/vollmen) y albymina de suero bovino (10 partes/Vo~

bajo parafina o aceite mineral. A continuacién se sfiade al
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~ tos. Se puede utilizar 0,01 ml de PBS con 0,005 de solu-
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medio una solucién al 0,5 ¢ de acetato sbédico en una solu~
cién al 1 £ de tripsina. les células deben incubarse durante
15-~30 minutos hasta que se retira ia zona pellicuda.

Le disociacidén de las células después de retirada la

zona pellicuda puede remlizarse con una onza cristalizada de .
tripsina al 0,1 % (Worthington Biochemiecal Corp., Freehold,
New Jersey) en solucién PBS (seline tamponade con fosfato con

sales de Eagles) pipetdndose suavemente despuéds de 15-30 ming

cién de tripsina. Puede ayudarse a la separacidén por agita-
cién o con cualquier otra ayuda mecénica, como por ejemplo
introduciendo una aguja fina en la masa celular j agitando.

Después de separacién con tripsins u otra lisina, se
llena una Jjeringa estéril con aproximadamente 0,1 ml de medio
retirdndose las ¢élulas y lavédndose dos veces con solucién
limpia para eliminar la tripsina. Uﬁa o més de las célulaé
pueden sexuarse con ayuda de un microscopio electrénico.

Si se desea probar la repeticién del tipo de cloniza-
¢ién anterior, debe permitirse a las células crecer de nﬁevo
haeta la fase de mérula en cultivo, colocdndose las c&lulas
en 2-4 ml de médio de cultivo en un disco de Petri de cultiVﬂ
de tejidoe de pldstico y 32 mm que se sitiia en un disco mayor
que contiene 1,0 ml de solucién PBS y se obtura fuertemente
en bolsas de pldstico hasta que alcance un mayor tamsfio.

No obsténte, debe entenderse que cada proceso repetido
aumenta notablemente la posibilidad de que se desarrollen em-
briones incompletos.

Es posible obtener el desarrollo de las células separa

das sin la zona pellicuda, perc le zona pellicuda actda como

proteccién natural dentro del reciplente y de esta manera se i




10

15

20

25

30

| 1ula es capaz de divisién. Dursnte la metafase, .se coloca

una pequefia gota de aceite de silicona junto. e:la célule, y
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obtiene mds fécilmente la supervivencias hésta la. maduracién.
Como se ha indicado anteriormente, esto se consigue por trans
ferencia de la célula del donador a una célula del donatario.l
Esto se realiza aspirando la célula e inyecténdola en una cé-!
lula de donatario que tiene su zona pellicuda intacta y el i
nucleo destruido. Esto se consigue de diversas maneras gque i
se describen a continuaqién., |

Bajo un microscopio de diseccidn se mentiene con una
pipeta un oocito. Se penetra en la zona pellicuda con una
aguja de gancho y el nicleo se saca de la célula o -se destru- |
yo con agitacién. A continuacidén se implanta en-esta regién
la célula del donador. E1 ndeleo puede ‘obtenerse. también pro

vocando la extrusién de los cromosomas de la -célula- si una- cé'

la célula extruird los cromoscmgs en el acelte de donde pueden A
retirarse. No obsetante, ae'prefiere la retirada mecdnica del
pfotoplasma nuclear, y puede aéudirse alfusb de la divisién
de cdlulas en interfase o del ococito., Tambidén.se puede reti-
rar el nucleo con una aguja capilar pbr aspiracién., Si se u-
tilizan agujas‘finas se evita la deformacién celular provoca-
da.por las esgujas més gruesas,

Otra téonica para la transferencia de cuerpos celula-
res de un emﬁriéh es la de retirar la célula de la.zona pellu
cida por aplicacidn de lisina o bien quirtirgicemente. A ‘con-
tinuacién las cdlulae retiradas se traneplantan & una nueva
zona pellicuda y se deja deserrollar en la misma.- El ndcleo
de la célula original puéde destruirse bor enuoleacién, des-

truceidén del nicleo, o por excisién, sl asi se prefiere.

Estas técnicés 0 sus combinaciones puedén,emplearse



10

15

20

25

30

-39 -
para retrasar el tiempo del trasplante necesario y conseguir
méds cuerpos clonales.

Las células pueden trasplentarse enteras o bien sélo !
el nicleo y el citoplasma circundante en el nuevo organismo
celular. Si se utiliza este Wltimo sistema, o8 necesario

enuclear la oélula receptora y transferir el ndcleo y cito-

plasma circundante el citoplasma de la célula huésped. !
Si bien la célula anteriormente descrita es aimp;e y
cémoda, también se pueden emplear otras técnicas alternati-
vas. La zona pellicuda de la célula del donador puede perma-
necer intacta, retirdndose las célulge del bastémetro o méru-
la y transferirse de la forma anteriormente mencionada a una
célula del donatario. ILas células pueden extraerse como célu
las completas y se obtienen buenos resultados. No obstante,
también es posible extraer el mismo ndcleo y transferirlo a
la célula del donaterio. Ia temporizacién de esta Wltima téc
nica es mds critica, ya que tanto el micleo como la cédlula dg|
nataria muestra una tendencia & desintegrarse, y la transfo-
rencia debe realiéarse éfectudndose dmbas operaciones en pars
lelo en un tiempo nuy breve. '
Estas técnicas producen "gemelos" idénticos, que no
son del mismo material gendtico que el padre o la madre, con
teniendo genes de dmbos, ya que las caracterf{sticas genéti-

cas se determinan por fertilizacién antes de Bepafacidn de

lae células embridnicas.

Puede ser especimlmente conveniente obtener descenden-;
cia femenina con el mismo material genético que el animal ma-

dre.

Se han creado ya nuevos individuos en los animales in-

feriores sin fertilizacidén por espermatozoos. Se han fertilgi
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el momento de la ovulacién.

~de la cémera. El medio de soporte debe fortalecerse con glu~

sinizacién, afiadiéndose una cantidad igual de hyaluronidasa y

. se observa la formacién de grénulosvédrtical eﬂ la membrana

eidén -se afiaden al medio del soporté cantidades iguales de An~
~ drogemons III, un deido graso, un sulfato dodecil-sddico y

" Pertilizacién de la odlula del donaterio.
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zado huevos de pava con virus, produgiendo‘pavos machos,
Segin las dos técnicas que se describen a continuecién}
se puede utilizar taﬁbién el contenido cromosénico de sélo la
hembra. '
Se emplean dos oocitos., Cads oocito‘es un ooeito secqﬁ )
dario que tiene alienado un solo cuerpé polar y ha lleéado a

la metafase mitética de la segunda divis;én,'como ocurre en

Tanto el cuerpo polar eoﬁo el prondcleo son haploides.
Los dos oocitos se colocan en une cdmara cerrada de diseccién
en la platine calentada de un microscopio de diaecciGn de con

traste de fase. Se controla cuidadosamente la presidén dentro

cosa y en la proporcidén en peso que se describe.en el ejemplo

T, ;El.medio'de soporte pusde ser el mismo utilizado para trip
tripsira. Se hace una puncidn en la célqla_de{.dénatario y
vitelina. A los 5-10 minutos, el promiclec del segundo ooci

to tripsinizado ha alcanzado su desarrollo necesario y se re-

tira ¢ inyecta en el primer oocito de;_donatgrio, A contihng

veneno de abejas. Con un porcentaje igual en peso de tripsi-
ng, hyaluronidase y la Androgsmone III, sulfato dodecil-sédi-

coy veneno de abeja, se obtiene en cierta medida una seudo

Como sustituto, puede preparerse una suspensién lava~

da y densa de espermatozoides en la solucién de tripsina, ce

trifugéndose s eleveda veloclidad. E1l sobren&dantevcontenﬁré
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un extracto que se coloca en lugar de la misma cantided en pg
g0 de los dcidos grasos’y detergentes y en el mismo momento
del proceso.
El cuerpo polar puede ser sustituido por el prondcleo

del segundo oocito en una segunda realizacién.

l
|
|
|

Cuando se observa la metafase, el resultado de la unidﬁ

de los dos cuerpos haploides se han fundido paras formar el ci
goto diploide y el sexo del embrién se determina por los cro-
mosomas obtenidos ¥nlcamente del animal madre.

Cuando se ha observado que la cdluls tiene la reaccidn
violeta caracteristica de 1la fertilizacién; se retira el cigo
to diploide, se lava y se transfiere al medio de cultivo.

A continuncién se observa la céluls para determinar si
ocurre una divisién normal y posteriormente puede ser mane ja-
da como si la célu;a fuese el resultado de una fertilizacién
normel.

" Los espermatozoides estédriles vivos son capaces de ini

clar la seudo-fertilizacién. Estos espermatozoides se oLtie~

nen sometiendo los espermatozoides normales a luz ultraviole—
ta. Ia cantidad de exposicidn es variasble, y depende de las
espéoies, ia proximidad de la fuente luminosa y el tiempo de

exposicién. Uha'exposicién excesiva matard los espermatozoi-

des. El tiempo preferido de exposicién varfa ampliamente, ya

que de 30 segundos a 3 minutos han producido resultados satis-

factérios.

Estos espenmafozoides estériles irradiados con luz ul-~

travioleta (o esterilizados de cualquier otra forma como por

ejemplo por exposicién a irradiacidén como se hace con los pro |

gramas del control de las moscas) pueden iniciar el desarroll

de la telofase,

d

i
i
L
1

t
h
i
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'zaciép-por el proéeso anteriormente méncionado. Esto debe:

.éﬁe el segundo cuerpo polar se dirige hacla la expulsién a

do que clertamente se obtienen cuérpos diploides normales. Es
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La expulsién del cuerpo polar derfa como resultado neg

malrente un cuerpo haploide, qué mientras prdgresan las diviz
siones, no nadurard. 1

Ademds de los procedimientos anteriormente citados i
pera proporcionar un cuerpo haploide asdicionsl, pueden utiliﬁ
zgrse otros enfoques alternativos para producir el diploide
deseado. '

Si blen la temperatura normal de desarrollo del ooci-
to en el ganado vacuno es de 100 a 102,5°F, los oocitos pue~
den recogerse y mantenerse a una temperatura inferior.

El ganado vacuno, el porcino y el caballar producen
huevos que pueden cultivarse a 37°C o, como se ha dicho an-
teriormente, se obtienen mejores resultados a temperaturas
atn menores en la gama de 30 a 34 C y preferentemente de 31
a 33°C.

A estas temperaturass puede obtenerse la seudo fertili

realizarse bajo microscopio de manera que pueda_observafse el

deéarrollo de los huevos "fertilizados". Cuando se observa

través de la membrena vitelina, pero antes de que ocurra i~
cha expulsién, debe someterse al huevo a choque térmico de
aproximedemente 10°C colocando el porta-objeto de cultivo en
un bafio marfa a temperatura superior. Esto eleva la tempers
tura pof enéima de la temperatura normasl pero por debajo de
1g temﬁeratura a la que morirfa la célula. |

Si bien el rendimiento-es bastante bajo, se ha observg

tos se dividen en el ourso normel y pueden trasplantarsg para

deserrollo ulterior. ILas cdlulas pueden oultivarse y obtener|
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8e ocuerpos clonales adicionales por seperacidn celular del |
embrién, oomo se ha expuesto anteriormente.

El rendimiento puede me jorarse implaniando ol ndoleo
obteniéo de otro huevo del mismo anlmal, como se ha dicho an

tes. Puede utilizarse el choque térmico en unién con este

tratemiento. Esta tdcnica puede combinarse con el uso de es-’
perma es8téril para producir cusrpos celulares clonales,

Otro ejemplo de esperma preseleccionado que puede u;i%
lizarse en la fertilizacidén de un oocito emplea ls ménci_onadal
técnica de separacién, preferentemente a travéds de un; resina |
de intercambio de cdtiones, ¥ con un medio que contiene un !
20-40 % de albimina, preferentemente slb¥mina bovina (Grand
Island Biological Compeny). Aquf deben utilizarse las mencig
nadas resinas de intercambio de cationes. EL esperma resul- -
tante comprendefé un mayor porcentaje de eéperma productor de
orgenismos femeninos.

~En la prdctica, cuando se intenta obtener cuerpos clo-
nales del genotipo del donador, el usoc de esperma presexuaéo
pero estéril puede asegursr un mayor rendimiento de cuerpos
transplantables ya que los mismos espermatozoides no estéri-
les pueden ser eficaces para provocar una auténtica fertilizg
eidén, y el resultado, aunque no sea un genotipo del donador,
se bodré utilizar como cuerpo de trasplante.

~-NOTA -

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asf como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no .éll'beren

su principio fundamental. También se hace constar que el in-

vento, corresponde a una Solicitud de Patente, presentada en
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 perados en medio de cultivo de tejidos y almacenar los huevos

de los cuerpos celulares o huevo individual de dichos huevos
almacenados en el oitado medio de cultivoe; y f) traSpiantar

" un huevo individual seleceionado o cuerpos celulares obteni-

- 44 -

Norfeamérica, con fecha 23 de noviembre dé 1.973, bajo el
ndémero 418.604, acogiéndose por lo tanto a los beneficios
que conceden los Convenics Internacionales en vigor, siendo
lo que constituyeAla~esencia del referido invento y por lo
que se solicita Patente de Invencién por 20 afios en Espafia,
sobre: PROCEDIMIENTO PARA EL TRASPLANTE DE EMBRIONES PARA
AUMENTAR EL NUMERC DE LA DESCENDENCIA DE DONADORES MAMiFEROS%
FEMENINOS, UNGULADOS, CMNIVOROS Y HERBIVOROS; caracterizédndg

se por lo sigulente:

18,~ Procedimiento para el trasplante de embriones
para aumentar el nﬁmero de la descendencié de donadores mami
feros femeninos ungulados, omnfvoros y herbivoros, caracteri
zado porque comprende las etapas de: a) inducir una superowg'
lacién en un donador deseado administrando gbnadotrofina; b)

recuperar los huevos del donsdor; c¢) colocar los huevos recu

récuperados durante un clerto periodp de tiempo; d) preparér
16; receptores de posibies trasplantes y determinar el tlem-

po de ovulaciéﬁ de los receptores; o) seleccionar uno o mds

dos de dicho dofiador a un receptor seleccionado en ﬁn momen-—
to que correspoﬁda con una sincyonizacidn'del huevé indivi-

&ual 0 cuerpos celulares traspiantédos y el fiempo de ferti-
lizacién normal del receptor de manera que el trasplante es-—
4 sincionizado en la fase del blastocisto en el receptor en
el momento en que este dltimo implantarfe normelmente un blasg

tocisto, si el receptor hubiese sido fertilizado. : l

28,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac~
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terizado porqué los huevos‘se congelgn como medio de culti—i
vo de tejidos antes del trasplante.

38, Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque ios huevos recuperados del donador tienen célu~§
las separadas del huevo individual y por consiguiente se re— i

trasa el desarrollo a la fase del blastocisto. ;

|
48 ,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte—

rizado porque el trasplante se hace en la trompa uterina del
receptor.

58.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque el trasplante se hace en el oviducto del recep-
tor.

6%,.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caractew
rizado porque el trasplante se hace -en el oviducto del recep-
tor 2 travéds de la trompa uterina y por medio de una cdnula
insertada a través de la unidn istmieca.

79,- Procedimiento segin la reivindicacidén 1, caracte-
rizado porque se permite al huevo la diferenciacién en una sg
rie de cuerpos celulafee no desarrollados mds alld de la fase
del blastocisto, y se recuperan una o mées cdlulas diferencia=-
dag para examen microscépico con el que poder determinar el
sexo. :

88.~ Procedimiento segin la reivindicaeidn 1, caracte-
rizado porque se adninistre al donador de huevos uns hormona
luteinizgnte de 4 a 6 dfas despuds de la administracién.de go
nadotrofina.

98,. Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizedo porque se alimenta al donador con una racién de alta

energfa durante el perfodo de desarrollo folicular.

108, - Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte~
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: terizado'porqﬁe los cuerpos celulares se congelan y se des-

congelan antes del -trasplante.

- 46 =
rizado porque antes del trasplente se insertan unos cuerpos
celulares del donador dentro de la zona pelliocuda de una cé-

lula embriénica adoptiva.
112.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac— |

terizado porque antes del trasplante a un receptor, los cuer
pos celulares en desarrollo se cultivan a una temperatura dez
30 a 38%%.

128~ Procedimiento segiin la reivindicacién 1, carac-

terizado porque los cuerpos celuleres.se--cultiven en un me-

dio que contiene solucién salina, glucosa, amino ééidos, vi-
taminas y piruvato sédico. .

138,.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
teriéado porque el médio de soporte de la vida estd dé acuer
do con los ejemplos preferidos que aquf.se. indican.

148.~ Procedimiento segﬁn'la reiviﬁdioapién 1, oarac-

I 158.~ Procedimiento segun las reivindicaciones ante-
riores, oaractefizado porque comprende las etapas de: inducin
la sﬁperovulaci@n én-un donador deseado por atministracidn de
gonadotrofing para obtensr una'serié ﬁe huevos en ovglaciéh,
recuperar los huevos del donador, geleccionar un huevo de los
huevos recuperados y dividirlo en una serie de células embrif)

nicas separadas, de manera que cada una esté dividida en une

gerie de cuerpos celulares embridénicos separados deriveados dd

huevo seieccionado entre los husvos que han sido recuperados

¥ trasplantar uno o més de los cuerpos celulares derivados d4e]

huevo seléociongdo & una hembra adoptiva receptora para su mg

duracién.

L

7

168 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 15, carac~
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terizado porque los huevos &el donﬂdér so fertilizan con una |
fraceién de espermatozoides en los que la mayoria producird
zigotos de un sexo deseado.

178.~ Procedimiento segin la reivindicacién 15, carag ;
terizado porgue los cuerpos celulares se sexuan antes del
trasplante a un receptor, recibiendo sélo el receptor trans- ;
plante de igual eexd. - t

188,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac~§

terizado porque los huevos se recuperan despuds de sacrifi-
cio del donador, A

198,~ Procedimiento segin la reivindicacién 15, carag
terizado porque los huevos recuperados se fertilizan in vie-
tro.

208,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

terizado porque 8l trasplante se resliza sin operacidén qui-

218.~ Procedimiento segdn las reivindicaciones anterip
res, caracterizado porque para el trasplante de embrién a ma-
miferos unguladores, herbivoros y omnfvoros, comprende les
etapas de: suprimir el estro por administracién de proges-
terona a un posible receptor durante un cierto feriodo de
tiempo; suspender la progesterona; administrar posteriormen-
te gonadotrofina para fomentar el desarrollo folicular; admi-
nistrar hormona luteinizante al posible receptor durante 4 =a
6 dfas despuds de la administracién de gonadotrofina; y tras
plantar un embrién a dicho receptor de 12 a 48 horas después
de la administracidén de dicha hormona luteinizante o de la de

teceibn del estro. )
228,- Procedimiento segiin la reivindicacién 21, ecarac-—

terizado porque incluye adends la administracién de estradiol
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- 48 -: .

gl receptor al mismo tlempo que se.retira. la progesterona,

238.~ Procedimiento segin la reivindicaoidén. 22, carag

terizado porque el estradiol es benzoato.de estradiol.

1

|

o despuds ‘de la retirada. . ... - . no. l
- |
i

i

I

cie .248,- Procedimiento segdn la reivindicacién 21, carac—;

- ferizado porque la progesterona es 0-metil—17 acetoxi~proges~l

terona. RO f
258.~ Procedimiento segin la reivindicacién 21, carac-
terizado porque la progesterona se administra en una dosis
oral diaria de 0,4 a 1,0 ma. |

268 .- Procedimiento segin la reivindicacién 21, carac-
terizééo porque la gonadotrofina se 8%miﬁ§é¥f§wdé§pués de sug
pender la progesterona y después de que haya ocurrido Un oS-
tro intermedio, ¥y en el dia 14-20 posterior. i

278.- Procedimiento segﬁn las reivindicaciones anterio
res, -caracterizado porque paraula_sepa;agi§q¢§9:pspermatozoie
des pars éroducir'qna,fracciég gggupggﬁgggaigsggg@atozoidcs
de»uh caréctér sexual predeterminado comprende las etapas de:
lavar el eépenma Yy transferir los espermatozoides a una solu-
cién de soporte de fldéido diluidoj filtrar los espermatozol-
des a través de un material de”ih¥é§¢gﬁﬁid Eéviépgs; coneaY--
trar el producto y transferir el producto desegdqga,una solu~-
cién tamponada. - . ;

288.- Procedimiento segin la reivindicacién 27, carac—
terizado porque el material de.intercambio de iones es un ma-

208, - Procedimiento segin la reivindicacién 27, carnce—
terizado porque el material de intercambio de cationes es una

resina del grupo.formado por: copolfmeros carboxflico/divinil

benceno, los productos de la copolimerizecién del dcide meta-
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erflico con el divinil-benceno, y los productos del anhidrido,
i

308.- Procedimiento segin la reivindicacién 27, carmgl

maldico con esterino y divinil-benceno.

terizado porque el material de intercembio de iones es une rei
sina catidénica y el f£ldido diluido se filtra a travéds de la :
reeina, utilizdndose la fraccién inferior para proporcionar

la fraccién de espermatozoides concentrados.
31%,- Procedimiento segin la reivindicacién 27, carac-,

terizado porque el material de intercambio de iones es una rej

gina que tiene la estructura

- CH - CH, CH CH, CH -

CHoN(CH,)
22 CH,N(CH

PHA(CH3)2 ~CH~CHy— ¥

328, - Procedimiento segln la reivindicacién 27, carac—
terizado porque el materisl de intercambio de iones es una re

8ina que tiene la es%fuetura

TH 3 CH 3
- f CH2 o] CH2 CH
COOH COOH
—CH-CH2

33%,~ Procedimiento segin la reivindicacién 27, cersc-
terizado porque la filtracién se lleva a cabo bajo vacfo de

una diferencia de presién de 15 a 30 cm.
348, - Procedimiento segin la reivindicacién 27, carac-

terlzado porque la filtracién se lleva a. cabo bajo presién,
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res, caracterizado porque para la separacidén de la fraccién

rior a 20 minutos; durente la centrifugacién, exponer los es-~

..eSpermatdzoides.

. | terizado porque la centrifugacién se hace a una velocidad in-
ferior a 1000 r.p.m. | '

| terizado porque déntro de la centrifuga hay un materisl de in-

- 50 -

358.~ Procedimiento segin laslreivindiéaciones anterig

deseada de espermatozoides comprende las etapas de: lavar y
diluir los espermatoéoides recuperados de un donador; colocar!
la solucién diluida conteniendo espermatozoides en una centri
fuga a contracorriente y centrifugar durante un perfodo supe-|
permatozoides a una segunda fuerze; suspender la centrifuga-
ecibén y retirar del diluyente la fraccidén desesada.

368.~ Procedimiento segfin la reivindicacién 35, carac-
terizado porque la segunda fuerza es ﬁha diferencia de pre-

s8ién en relacién con la presidén s la que se recuperaron los

37%.~ Procedimiento segin la reivindicacién 35, carac-|

388,.~ Procedimiento segin la reivindicacién 35, carac-
terizado porque la centrifugacién se hace a velocidad supe-
rior a 1000 r.p.m. e inferior a 1200 r.p.m. |

.392 ,~ Procedimiento segin la reivindicacién 36, carac-
terizado porque ia diferencia de presién es de 15 a 30 cm.

408 ,~ Procedimiento segﬁn la reivindicacidén 35, carac—

tercambio de iones m travéds del cual se filtran los espermato-
2008, |

418 .~ Procedimiehto segin las reivindicaciones anterio-
reg, ca;acterizado porque para el trasplante posterior del emw -
briéﬂ a mam{feros ungulados omnivoros y herb{voros comprende

lé5‘etapas de: transferir un cuerpo celuler de la egpecie

trasplantad& que no ge haya desarrollado mds alld de la fase
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'postariormente enfrier el recipiente a aproximsdamente —4°C,. :
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de mérula de diferenciacién en wne gota de medio de soporte

vital a una pipeta que contengas aproximadsmente una cantidad
igual de medio; enfriar el recipiente en un bafio de fluido a
una velocidad inferior a 2% por minuto; sl llegar a los °C,

afiadir una cantidad igual de solucién tempén al recipiente;

Yy sembrar el baflo del recipiente con un cristal congelado ps-:
ra iniciar una refrigeracién ultérior; continuar le refriga~'
racién del recipiente a la misma velocidad, hasta que se al-
cance una temperstura estable en el fluifo del bafio,

428 ,~ Procedimiento segin la reivindicaoidn 41, caraow

terizado porque la zona peilicuda del cuerpo .celular se reti-
ra- antes de la trasferencia del reciplente.

438, - Procedimiento segin la reivindicacién 41, carac-
terizado porque las células individuales del cuerpo celuler
sé separan con solucién de lisina.

| 448,~ Procedimiento segin ;a.reivindicaoién 41, carac-
terizado porque el cuerpo celular es una oosfera que poste-
riormente se descongela a OOC mezcldndose con el medio de so-
porte gotas sucesivas de fliido conteniendo esperma, hasta que
la centidad de medio de soporte flildo es de aproximademente
0,8 a 1 ml, dejéndose calentar el medio por exposicién del re |
cipiente al aire por un perfodo superior a 3 horas.

45‘.; Procedimiento segin las reivindicaciones anterig

res, caracterizado porque para preparar un cuerpo celuler di-

ferenciado de mamifero ungulado para su trasplante comprende
las etapas de: obtener un primero y un segundo cuerpo celular§
embridénico cada uno de los cuales no se haya desarrollado mds;
alld de la fase del blastoclieto; retirar un cuerpo celular cgi

paz de diferenciacién del primer cuerpo y transferirlo al se-i
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| da uno de los cusles no se haya desarrollado mds 2114 de la

" cleado para diferenciacién en el miemo,

- 52 -

gundo cuerbo dentro de la zona pellicuda dél mismo; destruir !

i
¢

posteriormente el cuerpo celular ofiginal del segundo cuerpo |
para permitir una complete diferenciamcién del cuerpo transfe—{
rido dentro de la zona pellicuda del citado segundo cuerpo. :
468,~ Procedimiento segin las reivindicaciones anterig%
res, cgracterizado porque para preparar cuerpos celulares di-§
ferenciados de mamiferos ungulados comprende las etapas de:

obtener un primero y un segundo cuerpo celular embridnico, cg

fase del blastocisto; enuclear el segundo cuerpo celular por
destruccidn o retirada del ndcleo del mismo; Petirar al menos

una parte del primer cuerpo celular formads por el nfcleo ¥ -

————

61 menos una porcién del citoplaema que rodsa dicho nicleo y

transferir el ndcleo y el citoplasma al cuerpo celular enu~-

478.- Procedimiento segin las reivindicaciones agterig,>
res,kcafactgrizadé porque pera prepafer un cusrpo celuler de-
rivado clonalme#te qe'mémifero ungulado para su trasplante,
camprénde 1gs‘etapas,de: obtensr un primer~cubrpoAcelular em-
briénico que no se haya desarrollado mds allf de la fase del|
blatooisto; liberar células individuales del cuerpo celular;
inyectar una célula individual del primer cierpo celular a un
segundo cuerpo celular en espera dentro de la zZona pellicuda
del mismo, y transferir el segundo cuerpo_celular a un medio
de moporte vitel para diferenciscién de la célula individual
separada del primer cuerpo celﬁlar.

488 .- Procedimiento segﬁn las reivindicaciones anterio-
res, caracterizado porque para'el trasplante de embrién en mz

niferos ungulados omnivoros y herbiveros comprende las etayus

de: prepsrar uno o nds cuerpos celulares para su trasplanté,
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produciendo con ello un geno%ipo desesdo por los pesos de:
(1) obtener un oocito no fertiliza§o que se hays deanrrollndoi
hasta alosnzar la metafase mitétion n partir de un doenador du§
oocitos seleccionado; (2) Inducir ln reaccién de fertiliza-
cién dentro del oocito sin la entrada en el interior del ooci’
to de un genoma derivado del espermatozoo; (3) y provocar el ;
desarrollo de un ndcleo diploide completo dentro del oocito, :
cuyo nlcleo consiste en una serie de cromosomas derivada de
las células sexuales femeninas del donador de cromosomas, y |
transferir el oocito 2 un medio de soporte vital para dife-
renciacién y maduracién despuds del trasplente.

498 .~ Procedimiento sqgﬂn la reivindicacién 48, carac~
terizado porque el oocito se mantiene ﬁor debajo de 1la témpe—;
ratura corporal y despuds de que se ha iniciado la induceidn
de la reaccién de fertilizacién se somete al oocito a un cho-

que térmico atrepando de ese modo un grupo promosdmico'que

to, como fuente de cromosoma para el ndcleo diploide.
508,~ Procedimiento segin la reivindicacién 48, carac-
terizado porque la reaccibén de fertilizacién se inicia con eg

permatozoides esterilizados. .
518,- Procedimiento segin la reivindicacién 48, carac-

terizado porque la reaccién de fertilizacién se inicia con un#

solucidén de seudo-fertilizacién. .

- 528, = Procedimiento segin la reivindicacién 51, carac-;
. - '

terizado porque el,oocito es inyectado con un cuerpo haploide[
derivado del oociyo como fuente de croméaomas para el micleo ;
diploide.

539.- Procedimiento segiin la reivindicecién 52, carncng

terizado porque el cuerpo haploide es un derivado del cuerpc |
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polar y el zigoto diploide se obtiene del cuerpo polar y del-
prondcles del oocito. . E

548, - Procedimiento seglin la reivindicacién 52, caracl
terizado porque es inyectado al ococito material nuclear de-§
rivado  de otro ococito no fertilizado. : ;

558, Procedﬂmiento segin las reivindicacionee 1, 15.5
27, 35, caracterizado porque son eeleccionados los esperma- {
t0z0os haciéndolos pasar a través de una solucidén que contig

ne glbdmina. , L "

568.- Procedimiento segin las reivindicaciones ante-
riores, caracterizado porque para producir:nacimientos milti
ples en mam{feros herbivoros sin superar ls capacidad uteri-
na de_ioé mismos, comprende~las étapas Ger :administrar una
racién de elevada energfa durante el perfodo de desarrollo
folicular, administrando durante el periodo gonadotrofina pi
tuitaria. i

578.- Procedimiento segin las reivindicaciones snte-
riores, caracterizado porque para el trasplaﬁte de embridp
para aumentar el nﬁﬁefo de la descendencia de donadores me—
miferos unéulados hembras, omnivoros y herbivoros comprende
las etapas de: guardar los huevos recuperédos de .un donador
en medio de cultivo de tejidos como células &e huevos indi-

viduales o cuerpos celulares durante un periodo de tiempo;

preparar uno o més receptores de un posible trasplante y de- !

terminar el tiempo de ovulacién de un receptor seleccionado;
geleccionar un hueve o cuerpo celular almacengdo del medio.
de cultivo de tejido de almacenaﬁiento; ¥, trasplantar el
huevo o cuerpb celular selecclonado obtenido del doﬁador al

receptor selececionado en un momento que corresponda a una

gincronizacién del hﬁevo o'cuerpo celular individual trasplan
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~to del receptor con el momento en el que.el receptor implan~

tado y el tiempo de fertilizacién normal del receptor, de mr, -

!
nera que el trasplante se sincronice en la fase de blastocin~

i
taria normglmente un blastocisto propic si hubiese sido fer-
$1lizado. . : |

588.~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac
terizado'porqueilos huevos son congelados en un medio de cu_;j
tivo de tejidos antes del trasplante. ‘

598,~ Procedimiento segin la reivindicaocién 57, carac-
terizado porque los huevos recuperados del donador tienen cé-.
lulas separadas del huevo individual recuperado como cuerpos
celulares embridnicos y el desarrollo de cada uno de los cueq
pos celulares asi separados se retrese hasta la fase de blas-
tocisto, y posteriormente se trasplante uno o mds de loe cuey
vos celulares separados a un receptor seleccionado.

608,- Procedimiento segin la reivindicaéién 57, carac-
terizado porque el trasplante al receptor occurre despuds de
que los huevos recuperados hayan sido almacenados durante un
perfodo de tiempo superior a una serie de dfas.

618.~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac-
terizado porque el trasplante al receptor se retrasa durante
un perfodo de tiempo superior al tiempo durante el cual el
donador hubiese tramsportado normalmente sus huevos a iravés
de Bu oviducto hasta la trompa uterina. |

62%,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac—

terizado porque el trasplante se efectda en la trompa uterins
del recéptor. | : i

638,~ Procedimiento segin la reivindicacidén 57, carac{
terizado porque el trasplante se efectda en el oviducto del !

t
!
t
Hl

receptor.
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terizado porque se permite al huevo su divisién en una serie

| terizado porque los huevos se recuperan‘dbiun’donador que ha

sertan dentro de la zona pellicuda de una zona embriénica re-

- 56 =

648.- Prooedimieﬁto segin la reivindicacidén 63,‘cﬂrnc~
terizado porque el trasplante se realiza en el. oviducto del
receptor a través de la trompe uterina y por medio de una cé-|
nula insertada & través de la unién istmica.

652.- Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac-

de cuerpos celulares desarrollados no mds alld de la fase de

blastociagto, y una o mds células diferencisdas de un cuerpo.

O U

celular que se qulere trasplantar o de un cuerpo celular obtes
nido de uno que debe trasplanterse, se examinan con ﬁh micros-
copio para determiner el sexo del trasplante. :

668,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac
terizado porque'ios huevos se recuperan' de un-:donsdor que ha
recibido hormona luteinizente de 4 a -6-dfas despuds de la sd-
ministracién de gonadotrofina para provoecar la superbvulacién.

67%,~ Procedimiento segin le reivindicacién 57, carag

sido alimentado con una raciln de elevada>qnérgia durante el

periodo de desarrollo folicular. ’ _
684, - Procedimiento segin la reivindicacién 57, carag|

terizado porque antes del trasplente se separan uno o més cueq

pos celulares do .un solo huevo recuperado del donador y se in-

ceptora.

698,~ Procedimiento segin la reivindicacién 68, carao-

terizado porque los ouerpos celulares sepéradoa se separan de !

otras células del mismo huevo por expésicién a una solucién

de lisina. i
708, ~ Procedimiento segln la reivindicacién 57, carac1

terizado porque el beriodo.de tiempo para almacenamiento del
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huevo recuperado es superior a 2 dias, !
718.~ Procedimiento segfin la reivindicacién 57, carqg!
terizado porque la temperatura de almacenamiento del medio dﬂ

cultivo de tejidos es de 30 a 38°C. {

728,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac-
terizado porque el huevo individual o los cuerpos celulares ;
gse glmacenan y cultivan en un medio qué contienén solucién i
salina, glucosa, aminoécidos, viteminas y piruvato éddico.

738,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carag

tal estd de acuerdo con los ejemplos preferidos de la presen
te patente. _ .
748, - Procedimiento seglin la reivindicacidn 57, carag‘
terizado porgue los huevos recuperados son obtenidos inducien
do una superovulacién en un donador deseado por administra-
cidén de gonadotrofina al donador, y posteriormente, despuds
de la ovulacién, se recuperan del mismo los huevos. |
75%.- Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac
terizado porque los huevos del donador son fertilizados con
una fraccién de espermatozoides cuyo mayor mimero producirdn
zigotos de un sexo deseado.
768.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 57, carag
terizado porque ‘los cuerpos celulares trasplantados o el hue-
vo se sexuan antes del trasplante a un recipiente, recibiendo
el recipiente sélo un huevo individual o cuerpos celulares inl
dividuales de un sexo seleccionado y del mismo sexo.
178.~ Prooedimiehto segin la reivindiecacién 57, carac-—
terizado porque los huevos se recuperan despuds de sacrificio

t
del donador.

788, - Procedimiento segin la reivindicacién 57, carnc-
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" turo trasplante mediente la supresién del estro en los recep
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terizado‘porque los huevos recuperados se fertilizan in vi=-
tro. |

798.~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, caracH

terizado porque el trasplante se lleva a cabo sin interven~
c¢ién quirtrgica. - }

808.~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac}
terizado porque el huevo o cuerpos celulares individuales !
son de un genotipo clonal, teniendo cada-célula embriénica '
todos sus cromosomas derivados del mismo individuo.

818.- Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac
terizado porqﬁe el huevo o'cuerpo celular trasplantado tiene
todos los cromosomas derivados del donador induciendo el de-:

sarrollo de un oocito recuperado del donador, de manera que

de dos genomas del donador. ce e e

82#,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carag
terizado porque es adninistrado al donador de los huevos
recuperados una racidn de elevada energia durante el periodo
de desarrol}o folicular y al mismo tiempo se haiadministrado,
gonadotrofinag pituitaria; recuperéndose postepiormente los
huevos, : , .
. 838.~ Procedimiento segin la reivindicacién 57,'6arqg

terizado porgue se preparan uno o més'receptores para un fu- |

tores por administracién de progestercna durante un clerto
perfodo de tiempo, retirads de la progesterona, administra-
cién posterior de gonadotrofina para fomentar el desarrbllo

folicular en los receptores, administracién de hormona lutei

nizante a los futuros recepfores de 4 a 6 dfas despuds de la

adninistracién de gonadotrofina, y pot ltimo realizacién dell
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trasplante en los receptores de 12 a 48 horas despuds de la
administracién de la hormons luteinizante o de la deteccién §
del estro correspondiente al tiempo de fertilizacién normal ;
del receptor. ’

848.- Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac’
terizado porque la preparacién de los receptores incluye la :
supresién del estro en los receptores y a continuacién la

suspensién de la supresidn del estro mientras que al mismo

tiempo o posteriormente se administra estradiol al receptor.

858,~ Procedimiento segin la reivindicacidén 57, caranc

terizado porque es administrado benzoato de estradiol a los

receptores antes de llevar a cabo la fase del trasplante.
869,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, carac
terizado porque es administrado C-metlil-17-acetoxi-progeste—
rona & una serie de posibles receptores para suprimir_el 89—
tro y permitir la s;ncronizaci6n de los receptores y su pe—
riodo de ovulacién con el tiempo del trasplante deseado.
878.- Procedimiento segin la reivindicacién 57, carag
terizado porque durante el periodo de preparacién de los fu-
turos receptores, se suprime el estro durante un periodo de
tiempo por administracién de progesterona durante el periodo

de supresién a la dosis oral de 0,4 a 1,0 mg al dfa.

88%,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, csrag|

|
terizado porque la preparacién de los posibles receptores ia,

" ¢luye la supresién del estro durante un perfodo de tiempo i

permitiéndose despuds que se presente el estro, y despuds

del Wltimo perfodo del estro se administra gonadotrofina al %

~ posible receptor entre los dfas 14 al 20.

898 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 75, curac!

terizado porque la fraccién de espermatozoos se produce por
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un proceso que incluye las etapas de:'lavar el esperma re>upe-
rado de un donador macho y transferir los espermatozoides a i

una solucién de soporte de fldido diluido; filtrar los esper—!
matozoides a través de un material de intercambio de iones; y?
concentrar 91 producto y transferir el ﬁroducto concentrado
a una solueién temponada. _ v
908,- Procedimiento segin la reivindicacidn 75, carac-é
terizado porque la fraccién de espermatozoides se obtiens
filtrando los espermatozoos a través de una resing de iﬁtercag
bio de cationes. %
912.~ Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac-
terizado porque los espermatozoos ge_ceptri{uggn.a través de
una resina de ihtercambio de.iones y se fracoionan por sepa-—
racién, utilizéndose la fraceildn inferior que hé‘sido separa-~
da en la fase de centrifugacién. "

928, Procedimiento segin la ;eivindicaci6n 75, carac-

trando los espermatozoides e travésAde uh matér;al de Intereca
bio de iones del tipo catiénico, siendo le resina del grupo
formado por: copolimeros carﬁoxilicos/ﬁivinilébehceno; prodqé
tos de la copolimerizacién del Scido metacrflico con el divi-
nil-benceno; y, productos del anhfdrido maléico con estireno
v divinil—bencepo.. ' B |

938,~ Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac-
terizado porque la fraccién de espermafozoideé éé obtiene f£il

trando los espermatozoldes a través de una resina de intercam-

bio de iones que'tiene la estructura:
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i
i
|
i
{
!

CH,N(CH,), CHoN(CH3)p CHN (CHy) >
~CH~CH, ' :

!
i
'

948.~ Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac-
terizado porque la fraccién de espermatozoides se obtiéne fi%

trendo los espermatozoides a travée de una resina de inter— g

camblo de iones que tiene la estructura:

I [
-~ CH, clz CH, ——— CH
COOH : COOH

~CH~CH,

958, « Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac-
terlzado porque la fraccidén se espermatozoides se obtiene por)
un proceeo'que incluye someter los espermatozoides a un vacio
de 15 a 30 cm de diferencia de presién en relecidén con ia pre|
8ibén a la que se recuperaron los espermatozoides dé'un dona-
dor macho. |

968.~ Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac
terizado porque la fraccidén de espermatozoidem es obtenida
por un proceso que incluye someter los espermatozoides a una
presién superior a aquella & la gque se recuperaron los asper
metozoides de un donador macho.

978,- Procedimiento segin la reivindicacién 75, carac-

terizado porque la fraccién de espermatozoides es obtenidda

por un proceso gue incluye, lavar y diluir los espermatozoi~
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des recuperados de un donador macho;. colocar la solucién di~|
luida que contiene espermatozoides en una centrifuga a contr
corriente y centrifugar durante un periédo superior a 20 mi—i
nutos; suspender la centrifugacidén y retirar la fraccidn de—%
seada del diluente. %

988.~ Procedimiento segiin la reivindicacién 96, carag%
terizado porque durante la centrifugacién, es aplicado a losé
espermatozoos una diferencla de presidn en relacién con 1la |
presién a la que se recuperaron los espermatozoides de un do-
nador macho,

998.- Procedimiento segin la reivindicaqi&n.97, carac-
terizado porque la diferencia de presidn es un vacfo de 15 a
30 om.

1008, Procedimiento segin la reivindicacién 96, ca-
ractérizado porque dentro de la centrifuga héy una resina de
intercambio de iones a'travéS'de la ousl se filtran los es-
permatozoides durante la centrifugacién. - '

'1018,~ Procedimiento segin la reivindicacién 75,.ca-
racterizado porque la fraccién de espermafozoides eS—obteni-A
da por un proceso que incluye someter los espermatozoides a
contrifugacién a wna velocidasd inferior a 000 r.p.m;

1028 .~ Procedimiento segin la reivindicaeién 75, ca-
racterizado porque la fraccién de espermatozoides es obteni-
da por un proceso que lncluye scmetér los espermatozéides a
centrifugacién a una velocidad superior a 1000 r.p.m. e infe
rior g 1200fr.p.m.‘

. 1038,~ Procedimiento segin la reivindicacién 57, ca-

racterizado porque cada huevo o cusrpo celular individual que'

se pretende trasplantar se almacenan durante un perfodo de

tiempo pér un proceso que incluye, transferir un huevo o ouer
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po celular individual que se pretende trasplantar se slmace~
nan durante un perfodo de tiempo por un proceso que incluye,

transferir un huevo o cuerpo celular individunl de los huevos

recuperados que no se hayan desarrollado nds alld de la fase
i

de mérula de diferenciacién en una pequeila cantidad de fliido:
a2 un medio de soporte vital y un recipiente para el m;smo; egé
frier el reéﬁpiente en un baflo de fldido a una velocidad infg?
rior a 2°C por minuto; a aproximadsmente 0% afladir une can- ;
tlidad igual.de solucién tampdn al reciplente; continuar acto
seguido el enfriamiento del recipiente a iguel velocidad de
enfriamliento hasta que se aleance una temperaturs estable de
almacenamiento congelado pars el huevo. ¢ cuerpo celular.

1048 ,~ Procedimiento segin la reivindicacibn 102, ca-~
racferizado porque a aproximadamente menos 4°C es sometido al
recipiente a posterior enfriemiento despuds de sembrar el ba-
fio de fldido con un cristal congelado para iniciar un ulte-
rior enfrismiento.

1058 ,~ Procedimiento segin la reivindicacién 102, cg
racterizado porque la zona pellicuda del cuerpo celular'se re
tira antes dé transferencia al recipiente. .

1068, -~ Procedimiento segin la reivindicacién 58, carac
terizado porque los huevos congelados incluyen una ooafera
que posteriormente se descongela a aproximadamente 0% y se
mezclan gotas sucesivas de fldido conteniendo esperma con el
medio de cultivo hasta que ls cantidad de medio fldido es de
eproximademente 0,8 a 1 ml, dejdndose calentar el medio por
exposicién de su recipiente al aire & la temperatura ambien-
te normal durante un periodo superior a 3 horas.

107%.~ Procedimiento segin la reivindicaeidn 57, carag

terizado porque wna serie de cuerpos celulares embridnicos en
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desarrollo o huevo se trasplentan a un solo redeptor, deter— l
mindndose el nimero que se trasplante por la capacidad uteri-~
na del receptor, de manera que no se exceda la capacidad. I

1088, ~ Procedimiento segin las reivindicsciones ante-—

riores, caracterizado porque para aumentar el nimero de la :
descendencia de donadores mam{feros unguladores-hembras, Ol ‘
nivoros y herbivoros&, comprende ias etapas de: seleccionar un.
s0lo huevo que ha sido recuperado de un donador para su trgsu
plante§ separar una o mds células de otras células del huevo
simple para cbtener una serie de cuerpos celulares embriéni—
cos similares pero separados, que se separan y liberan de
otras célules del huevo simple; selecoionar cuerpos celulares
sqparados_iﬁdividuales que han sido separados y son éapaces
de diferenciacién individﬁal para su trasplante; y trasﬁlan—
tar uno o més de los cuerpos celulares individusles separados
y seleccionados que son capaces de ulterior diferenciacién y
dérivados del huevo simple a una heﬁbra rééepfora para su ma-
duracién en la misma;

1098, — Procedimiento gsegin la reivindicacién 107, ca-
racterizado porque el huevo seleccionado es fertilizado con
une fraceién de espermatozoides cuyo mayor mimero producird
zigotos de un sexo deseado.

110%,- Procedimiento segin la reivindicacidén 107, ca~-
recterizado porque los cuerpos celulares se sexuan antes del

trasplante a un receptor. |
' 111%,- Procedimiento segin la reivin@icacién 107, ca-
racterizado porque las células embridnicas individusles son
separadéé ¥ se liberan de otras células del huevo simple con

la ayuda de una solucién de lisina.

1128,~ Procedimiento segin la reivindicacién 107, carag
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terizado porque el huevo simple es preparado asexuslmente de
una oosfera recuperada del donador y sus cromosomas son deri

vados del donador padre antes de que se separen entre si las
' o

células embriénicas. .

| 1138,~ Procedimiento segin la reivindicacién 107, ca—;
racterizado porque los'cue;pos celulares separados trasplan~;
tados se insertan dentro de la zonm pellicuds de un huevo

que estd a la espera ¥y al que se ha destru;do su material ngi'
clear antes de que se trasplanten a un receptor uno o mds de!
los cuerpos celulares individuales. |

1148,~ Procedimiento segin la reivindicacién 107, ca-~
racterizado porque los cuerpos celulares separados son prote
gidoa'del trasplante inyectando el material nuclesr de la cé-
lula separada en una célula huéspedrque he sido enucleads.

' 1158, Procedimiento segfin la reivindicacién 107, ca-
racterizado porque el donador ha sido superovulado y una se-
rie d; huevos recuperados del donador y uno o més de los hug
vos recuperados sqh'procesadna._

1168 .~ Procedimiento segén la reivindicacién 107, ca-
racterizado porque al fggeptor se le ha administrado gonado-
trofina antes del qatro'durante el cual se lleva a cabo el
trasplante de. les células embriénicas del donndor.

1178.~ Procedimiento segén las reivindicaciones ante~
riores, earaoterizado porque comprende las etapas de: recu-
perar un huevo del donador; separar una o mds cdlules del.
huevo despuds de quelha sido dividido el mismo, pero no dife
renciado mds alld de la fase de mérula del desarrollo con
ayuda de una solucidén de lisina, dentro de .la cual se coloca

el huevo, separdndose las células individuales de otras célu

las del huevo; con lo que se liberan los cuerpos celulares em
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briénicos individuales que son capaces de diferenciacién se-

parada; inyectar células individuales que han sido as{ sepa-
radas en un cuerpo celular correspondiente y que se encuen-— l
tra a la espera de msnera que el cuerpo celular que se encﬁeﬁ
tra a la espera proteja la célula individual in&ectada_contra%‘
la destruccién y permita que esta célula individual se desarré
lle y .diferencie como célula embriénica separada retrasads eﬁ
su desarrollo en comparacién con la fase de desarrollo que ei

huevo original hebrfa alcanzado si no se hubiesen separado

una o mds cdlulas individuales as{ separadas, obtenidas del
Ynico huevo obtenido del donador, a un receptor, en un nomen-
to tal que el receptor se encuentre sincronizado para recibip
las células trasplantadas de acuerdo con su fase de diferen~
clecibn. | _.4 | - .

1188.,~ Procedimiento segin las reivindicaciones ante-
rioies, caracterizadé porque para aumenﬁar el niero-de la
descendencia de donadores mam{feros, unguladores heﬁbras, om
nfvoros y herbivorpé,comprende las etapas de: seleccionar un
donador deseado; administrar génadotrofina al donador para
provocar la superovulacién del mismo; detectar el estro en el
donador, e inseminarlo; recuperar una serie de huevos ferti-
lizados del donador y almacenarlos én medio de cultivo de te
jido a una temperatura entre 30 ¥y 3800; seleccionar una se-
rie de posibles receptores que se caleoula que ovulardn a apro)
ximadamente el mismo tiempo, inyectar a los posibles recepto-
res una hormona luteinizante a aproximadsmente el mismo tiem-
po; seleccionar un huevo almacenado que ha sido sometido a

varias divisiones y separar varias de lés célules del huevo

seleccionado y liberarlas entre s{ de manera que se proporcig
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ne una serie de célules embridnicas capaces de divisidn wlte=
- |
rior, segregando las células separadgs en grupos origingdos |

8el huevo seleccionado; en un plazo de 12 a 46 horas despuéds

de la administracién de la hormona luteinizante, trasplantar !
una o mde de las células segregades y separadas obtenidas del
huevo almacenado seleccionado & un receptor seleccionado, en
un momento que corresponde a una sincronizacién del perfodo
de 12 a 48 horas despuds de administracién de la hormona y a |
un periodo de 12 a 48 horas de desarrollo de cada eélula indi
vidual scparada que se trasplantard despuds de la separacién
y de manera que el trasplante esté sincronizado en la fase de
blastocisto del receptor en el momento en el gque el receptor
hubiers implantado normalmente un_blastociato propio; ¥y repe-
tir el trasplénte pera otras células de la misma manera.
119%,- Procedimiento seglin las reivindicaciones ante-
riores, caracterizado porque comprende las etapas dé: pProvo-
car superovulacién en un donador deseado; detectar el estro
en el donador; inseminar al donador; recupefar los huevos fer
tilizados del donador inundando el oviducto o el dtero del
donador que contiene los huevos y recuperando los huevos as{
inundados del donador y colocando. 1os huevos recuperados en
un medio de soporte vital; despuds de'recuperaci6n de los hue
vos del donador, retrasar el desarrollo a travéds de diferen~
ciacidén de los huevos por un proceso de retraso; incluyendo
el proceso de retraso una fase de congelacién de 1 o mda hue-
vos embridnicos recuperados con una pequefia cantidad de medic
de soporte vital disponible en un recipiente, enfriar el reci
piente en un bafio de fldido & una velocidad inferior = 2%
por minuto y afiadir al recipiente, a aproximadamente 0°C, una

cantidad iguel de solucién tampén, continuando acto scguide la
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refrigeracién del recipiente a una'ﬁempefatura inferior a
OOC, que es una temperatura estable de almacenamiento; detec
tar el estro en un posible receptor; seleccionar un huevo al
macenado de los huevos congslados almacenados y descongelar
el huevo almacenado que hs sido seleccionado, y trasplantar
dicho huevo seleccionado al posible receptor en un momento
correspdndiente g una sineronizacién del huevo seleccionado
v el tiempo de fertilizacién del receptor, de forma que el
trasplante se sincronice en la fase de blastocisto en el re~

cipiente en el momento en que este Wtimo implentaris normal

mente un blastocisto propio.

1208, - Procedimiento segin las reivindicaciones ante-
riores, caracterizado porque comﬁrende las etapas de: provo-
car superovulacién en un donador deseado; detectar el estro
en el donador; inseminar dicho donador; recﬁperar los huevos
fertilizados del donador inundando él oviducto o &l dtero dell
donador que contiene diéhos huevos y recuperand§ los huevos
agd inundados del donador y colocando los huevds recuperados
en uﬁ medio de soporte vital; desﬁués de recuperacién de los |
huevos del donador, retrasar el desarrollo a travds de dife-
renciacién de los huevos por un proceso de retraso; incluyen-
do dicho proceso de retraso una fase de seleccién de un bue-
vo de dichos huevos recupersdos y separar una o més células

de dicho huevo despuéds de que el mismo ha sido dividido pero

no diferenciado mds alld de la fase de mérula del desarrollo {!
con ayuda de una solucién de lisina en la cual se coloca el :

|
!
del huevo seleccionado, libersndo con ello cuerpos celulares |

huevo, ¥ las células individuales se separan de otras células

embridnicos individusles que son capaces de diferenciascién i

separada; y almacenar dichos cuerpos celulares en medio de
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el estro en un posible receptor; selececionar un cuerpo celu--

lar almacenado del medio de cultivo, y trasplantar el cuerpo

celular selecclonado al receptor posible en un momento co-—

rrespondiente a una sincronizacién del cuerpo celular selec~
cionado en su fase de desarrollo y el tiempo de fertilizacidn
del receptor, de manera que el trasplante esté sincronizado
en la fase del blastocisto del receptor en el momento en el '
que el receptor normalmente implantarfa un blastocisto pro-
plo.

121%.~ Procedimiento segin las relvindicaciones ante-
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: provo-§
car superovulacién en un donador deseado; detectar el estro
en el donador; inseminar al donador; recuperar log huevos
fertilizados del donador inundando el oviducto o el ¥tero del
donador que contiene los huevos y recuperando los huevos as{

inundados del donador y colocando los huevos recuperados en

los huevoé recupérados por examen microscédpico de uns o mis
células de cada huevo; a continuacidén retardar el desarrollo
de los huevos recuperados por un proceso de retraso y almace-
nar 1los huevos recuperados y retardados en w medic de sopor-
te vital durante un cierto perfodo de tiempo; detectar el as-

tro en un posible receptor; seleccionar un huevo almacenado o

T

ung serie de huevos almacenados de los huevos almacenndos mend
clonados, siendo todos los huevos seleccionados del mismo so-

X0; ¥ traéplantar los huevos selecclonados a la serle de hue-

vos seleccionados de igual sexo al citado posible receptor,

en un tiempo que corresponda a une sincronizacién del huevo f
. 1

seleccionado y el tiempo de fertilizacién del receptor de ma-
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nera que el trasplante se sincronice. en la fase de blastocista

del receptor en el momento en el que el receptor implantaria

normalmente un blastocisto propio.

1228.~ Procedimiento segin las reivindicaciones anterig

[

res, caracterizado porque comprende las etapas de: inducir lai

superovulacién en un donador deseado; detectar el estro en el

‘donador; inseminar dicho donador con espermatozoides proceden

3

tes de una fraccién de espermatozoides, cuyo mayor ndmero pro-

ducird zigotos de un sexo deseado; recuperar huevos fertiliza-

dos de dicho donador inundando con fldido dichos huevos del
oviducto o Utero del donador, y retirando los huevos inunéadoé
del donador, colocando los huevos recuperados en un medio de
soporte vital; exeminar una o mds cdlulas de los huevos reeuv.-
perados para determinar el sexo de las células del huevo del
que se han extraido las células que se examinan, y separar 1osA
huevos embriénicos de acuerdo con su sexo; someter dichos hue-]
vos recuperados a un proceso de retraso éua retrasa el desa-
rrollo normal del huevo y almacenar los huevos recuperadbs du-
rente un cierto periodo de tiempo; detectar el estro en un po-
sible receptor; seleécionar uno o mds huevos aimacenédos de
igual sexo del aslmacenamiento, ¥y frasplantar el huevo selec—~
cionado al posible receptor en un momento en el que el tras-—
plante se gincronice en la fase de blastocisté del receptor

en el momento en el que el receptor implantaria normalmente

un blastocisto propio.

1238,~ Procedimiento segin las reivindicaciones anterié

res, caracterizado porqﬁe conprende las etapas de: indueir qu
perovulacién'en un donador deseado; detectar el estro en ol !
donadof; inseminar el donador; recuperar huevos fertilizados ‘
|

del conador por inundacién con fliido de los huevos del cvidug
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to o Btero del donador, retirando los huevos as{ inundados |
¥y colocando los huevéa recuperados en un medio de soporte vi

tal; examinar una o mAs oélulas de los huevos recuperados pgl
ra determinar el sexo de las células del huevo de dondc se de
rivan les células que se exeminen, y separar los huevos em- '
bridnicos de acuerdo con su sexo; someter los huevos recupe-f
rados a un proceso de retraso que retarda el desarrollo nor-j

mal de los huevos y permite un almacensmiento prolongado de ;

los huevos recuperados, incluyendo el proceso de retraso una
fase de congelacién de uno o més huevos embriénicos recupera
dos con una pequeila cantidad de medio de soporte vital dispo
nible en un recipiente, enfriar el recipiente en un bafio de
fldido a una velocidad inferior a 2°C por minuto y afiadir =
dicho recipiente, a aproximadamente 0°¢ la misma cantidad Pe
quefla de soluecién tampén y continuer actd seguido el enfria-
miento del recipiente a una temperstura inferior a 0°C, que
es una temperatura estable de almacenamiento; detectar el es
tro en un posible receptor; seleccionar del almacenamiento
uno o mde huevos recuperados de igual sexo y deacbngelar los
huevos seleccionados, y trasplantar el huevo o huevos selec-
cionados al receptor en un momento correspondiente a wia sin
eronizacibén de los huevos seleccionados y el tiempo de¢ ferti
lizacién del receptor, de manera que el trasplante se sincro
nice en la fase de blastoclsto del receptor en el momento en
el que ol receptor implantaria normalmente un blastocisto pro
rio. .

1248,~ Procedimiento segin lss reivindieaciones ante-
riores, caracterizado porque para aumentsar el nimero de des-

cendencia de donadores mamiferos ungulados hembrss, omnivo-

ros y herbivo;oe comprende. las etapas de: inducir supercvula-
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" de un solo huevo despuds de que el huevo simple sea dividido

" pero no se ha diferenciado mds alld de la fase de mérula del

- T2 =

¢idén en un donador deseado; detectar el estro en el donado.;
ingeminar al donador; recuperar huevos fertilizados del dona

dor inundando con fldido los huevos en el oviducto o dtero

del donador y retirando los huevos as{ inundados y colocdndo
los en un medio de soporte vitai; examinar uﬁa o mds cédlulas '
de los huevos recuperados para determinar el sexo de las cé-z
lulas del huevo de donde se derivan las células que Se examii
nan, y segreger los huevos embridnicos de acuerdo con su se=
xo0; someter los huevos recuperados a un proceso de retraso, i
que retarda el desarrollo normal de los huevos y permite un %

almacensmiento prolongado de los huevbs recuperados,'inclup

yendo el retraso la separacién de uno o mds cuerpos celulares

desarrollo para separar y liberar entré s8{ cuerpos celﬁlares
embriénicos individuales que son del mismo sexo y se Qefivan
del mismo individuo y éon capaces de diferenciacidn aepardda
pero estdn retrasados en su fase de divisién en comparacién
con la fase que habr{a nleanzado el huevo simple'dé donde se
obtienen, y congelar los huevos recuperados 0 cuerpos délulg
res a una velocidad de enfriamiento inferior a 2°C por minu-
t0, con una pequefia cantidad de. solucién tampén afiadida =
aproximadamente 0°C y a continuacién séguir el éqfriamiento
a una temperatura de almacenamiento estable por debajo de la
congelacién a aproximademente la misma velocidad de enfria-
miento, y posteriormente seleccionar uno o mAs huevos o cﬁeg v
pos celulares del mismo sexo y descongelarios,,trasplantans

do a continuacién los huevos o cuerpos celulares selecciona~

dos a un receptor en un momento tal que el trasplante estd

sincronizado con la fase de blastocisto del receptor en el ! 7
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momento en el que el recepfor implantar{a noﬁmalmente un blag
tocisto propio durante el desarrollo normal después de la fe
tilizacidn,

1258 ,~ Procedimiento segin las reivindiceciones ante—i
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: inducié
superovulacién en un donador deseado con la administracién dﬁ
gonadotfofina; fertilizar los huevos producidos por el donn-g
dor con una fraccién de egpermatozoides de un‘sexo deseado, ¥

!
trasplantar los huevos selecclionados o el huevo individual ob

tenido del donador a un receptor seleccionado. en el momento ;
en el que el recipiente estd sincronizsdo por el desarrollo |
de un huevo o huevos fertilizados trasplantados de manera que
ol trasplante se sincronice en la fase de blastocisto del re-
ceptor én el momento en el que el recipiente %mplantaria nor-
malmente un huevo propio si hubiese sido fertilizado.

1268.~ Procedimiento para el trasplanté de embriones
para aumentar el nimeroc-de la descendencia de donadores mami
feros femeninos, ungulados, omnivoros'y herbi&oros, tal y co
mo queda sustancialmente desdrito en la presente Memoria.

Esta Memoria coneta de 73 hojas, escritas a méquina

por una sola cara.

Madridzg NOV 1974
LYNN LAWRENCE AUGSPURGER.
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