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Procedimiento para el trasplante de embrionee para 
aumentar el número de la descendencia de donadores 
mamíferos femeninos, ungulados, omnívoros y herbí­
voros.

<q̂ <&K%=wá!. LYNN IAWKáNCE AUG8PURGER, de nacionalidad nor­
teamericana, residente en 642 Fairfax, Brimingham. 
Michigan 48009, EE.UU. de A.

A finales de la dócada que conenzó en 1890, 
Walter Heape de Cambridge, Inglaterra, llevó a cabo 
experimentos relacionados con la transferencia da 
huevos en animales. Esta investigación ha sido con- 

5 tinuada por muohos experimentadores.
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L.E.A. Rowaon y sus colaboradores do la Unidad de Fi­
siología y Bioquímica Reproductiva A.R.C., puesto de investi­
gación de animales, Cambridge, Inglaterra, han desarrollado j 
recientemente técnicas para el trasplante de huevos en mamífe 
ros, particularmente en animales de granja. El Veterinary
Annual, 1969, Bristol, John Wright & Sons Ltd., contiene un ¡[
articulo de L.E.A. Rowson, en la pég. 200, titulado "La Repro' 
ducción y los Trastornos Reproductivos", donde se contienen 
sus desarrollos. Temblón se describen las tácnicas relaciona 
das con estos desarrollos en el libro 5 de la serie La Repro­
ducción en los Mamíferos, "El Control Artificial de la Repro­
ducción" de C.R. Austin y R.V. Short, publicado en Cambridge 
y en University Press, 1972, capítulos uno y cuatro; y tam­
bién se pueden consultar el X Simposio Bienal sobre Reproduc­
ción Animal de la Sociedad Americana de Zoología, y en la Re­
lación de los Sexos en el Nacimiento: Perspectivas para un 
control, un Simposio publicado por la Sociedad Americana de 
Zoología en 1971. También se contienen avances más generales 
en este champo en Science (U.S.), Nacho (Reino Unido), Journal 
of Animal Scienoe, Journal of Reproduction and Fertility y en 
la revista the Biology of Reproduction.

Estas técnicas, tal como han sido desarrolladas y des­
critas en las referencias mencionadas, emplean gonadotrofinas 
exógenas para inducir la superovulación en un donador, susti­
tuido a veces por la sincronización del estror del donador y 
de los posibles receptores, seguido por inseminación artifi­
cial del donador, recogida quirúrgica de oocitos después de ) 
fertilización, cultivo del embrión durante un breve período !
de tiempo en medio de cultivo de tejidos comerclalmente dia- i}
ponibles, y por último trasplante al útero de un receptor sin!
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cronizado de uno o más embriones para maduración del feto. ,!
Se ha demostrado que los conejos aon "receptáculos" tempom- ' 
les apropiados para el embrión antea dol trasplante al rooo^;i
tor, lo cual en la actualidad se prefiere realizar quirdrgi-¡
camente, y estos receptáculos se han utilizado para transporj!
tar embriones de oveja desde Inglaterra a Africa del Sur, dan¡ 
do lugar a un posterior nacimiento de su madre adoptiva.

Según Austin y Short, pp. 30, unas rajas de ovario de ¡ 
rata, tratadas con glicerol han sido congeladas a -79^0 , des,! 
congeladas y transplantadas a los receptores. Se ha informa, 
do igualmente de embriones de ratones que sobrevivieron a la 
congelación a -196°C descongelación, y trasplante a loe re-

!
captores, dando origen a fetos vivos normales y a tórmino, o : 
ratones roción nacidos, vóase Science (U.S.), Vol. 178, pp. 
441, 27 ootubre, 1972. Estos avances se refieren tanto a las 
tócnicas como a otras tócnicas que se conocen separadamente 
y que pueden emplearse con utilidad para alcanzar los resul­
tados que aquí se describen. Por ejemplo, es sabido que pue 
de realizarse la vasectomía para obtener machos más provoca­
tivos como mótodo para detectar el estro, ya que la monta es 
una indicación segura que puede ser confirmada por un mótodo

i
de marcas tal como el descrito en la patente de los Estados ¡ 
Unidos na 3.076.431 del 5 de febrero 1963. ;

Se cree que las tócnicas aquí descritas representan 
una tócnica perfeccionada para aumentar el potencial repro­
ductivo de ganado genórioamente superior, así como otras for 
mas de animales y mamíferos cuando se emplean tal como se in 
dlca en los mótodos, dispositivos y composiciones que aquí 
se describen.

Empleando las tócnicas descritas, puede pensarse que '
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el trasplante de huovoo se convertirá en una práctica común 
y, que, contrariamente a lo afirmado por C. Polge en el tra­
bajo mencionado anteriormente "Control Artificial de la Re­
producción", no pasará mucho tiempo antes de que se utilicen ! 
las tácnicas descritas de modo similar a la inseminación arti
ficial con el fin de explotar el potencial genático tanto de i

* - * !

la hembra como del macho. Estas tácnicas pueden tamblán e x - : 
plotar a autántica capacidad uterina de las hembras ya que 
el ganado ovino, el ganado bovino y tambián las mujeres Apa­
recen ser más bien excepcional por el hecho dé que la frecuen 
cía de "grandes camadas" derivadas del tratamiento con gona- 
dotrofinas exógenas debe indicar más bien una capacidad ute­
rina fenomenal". (C. Polge, pág. 25).

Si bien las tácnicas indicadas han sido utilizadas en 
procedimientos experimentales, utilizan tácnicas que no son 
fácilmente reproductibles en grandes números y sufren otras 
deficiencias que se superan oon los perfeccionamientos que 
aquí se exponen.

Aunque cualquiera experto, en la técnica podrá descu­
brir diversas modificaciones, combinaciones y arreglos de lo 
expuesto en la presente patente, tanto ahora como en el futu 
ro, sin apartarse por ello del ámbito de las reivindicacio­
nes adjuntas a la presente, se comprenderá que aquí se expo­
nen utilizan materiales disponibles o materiales aquí descri 
tos.

Asi pues, se incluyen en el objeto de la presente in­
vención procesos para hacer rentable una mayor disponibilidad 
.de material genático deseado. }

En consecuencia, en la presente patente se exponen 
tácnicas perfeccionadas para el cultivo de tejidos de embrio-
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nes; técnioas de congelación para oooitos, procedimientos pa 
ra predeterminar el sexo del embrión que ae trasplanta, el 
uao y las técnicas de los cuerpos clónales de manera que pue­
dan obtenerse varios embriones del mismo material genótico !

¡
procedente del mismo donador. }

La sincronización de donador y receptor se hace menos ! . 
critica que hasta ahora, permitiendo un mayor plazo de tlem-! 
po en el trasplante.

Los muchos perfeccionamientos que se describen a con­
tinuación se expondrán en particular más adelante, y por con­
siguiente todo lo dicho no se pretende que limite las técni­
cas que se han de describir, ni representan una descripción t
completa de los perfeccionamientos que siguen.

Entre los objetos de estos perfeccionamientos se en­
cuentran unos procesos mejorados para.la reproducción clonal 
de un animal particular. El uso de espermatozoos esteriliza­
dos y una solución de pseudo-fertilizaoión se emplea para in­
ducir una reacción en un oocito y se hace que el oocito se 
haga diploide utilizando el cuerpo polar originalmente conta­
minado, transferido o por transferencia de núcleo.

Por separación celular se obtienen otros embriones 
clónales adicionales.

Los espermatozoos pueden ser pre-sexuados por las di­
versas técnicas expuestas, y un perfeccionamiento de esta téc 
nica forma parte importante de la presente solicitud.

En consecuencia, se procede a continuación a una des­
cripción de las realizaciones preferidas.

El estro puede determinarse por observación de la mon 
ta, que preferentemente, y con mayor seguridad, se realiza 
por animales machos vasectomizados o gomerizados. Estos to-
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ros incitados montarán las vacas al..comienzo del estro. Los
machos vasectomizados con una parte del vas deferens retirada,
o con la eliminación del caudidimo, pueden copular. Con la
desviación del pene y el prepoclo, puede impedirse la copula t-  ¡
oión y la transmisión consiguiente de enfermedades. Las con } 
sideraciones económicas exigen que los toros en celo sean ro ^
tados mensualmente por lotes de 20 a 30 vacas con el fin de t

i
obtener el uso máximo sin perder la fiabilidad.

La monta puede observarse en estabulación cerrada o en 
la granja por vaqueros entrenados. No obstante, sé obtiene 
una prueba más segura si la vaca es marcada por el toro que 
la monta. Kamar, Inc. vende el dispositivo descrito en su 
patente de los Estados Unidos anteriormente citada nS 3.076. 
431. Ahora bien, el toro puede también ser dotado de un ca­
bestro de marcar diseñado y proporcionado para esta finalidad 
por American Breeders Service, DeForest, Wiaconsin.

Un medio preferible para marcar es una aplicación tÓ 
pica de grasa o aceite pigmentados a la porción del macho que 
se pone en contacto con la zona de la cadera exteriormente vi 
sible de la hembra durante los intentos de monta. Esto puede 
aplicarse al pecho ó al vientre bajo de los toros.

Las marcas efectuadas sobre la hembra montada pueden 
observarse fácilmente, permitiendo la detección del estro in 
duso por personal no entrenado. Es conveniente que la for­
mulación de la grasa sea inóotúa en aplicaciones tópicas y re­
sistentes al lavado por la lluvia, pero que pueda retirarse 
con agua de jabón o detergentes. Un vehículo conveniente es ! 
un aoeite al que se le mezcla un pigmento. Es conveniente em!t
plear diversos colores, para poder proporcionar una variación! 
diaria a las marcas con color. t
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Ejemplos de vehículos convenientes 
Formulación

Acido olóico o aceite de oliva o aceite de 
cacahuete

Lecitina (soja)
Aceite de ricino

Partes/oeso

50 % 
1 %

24 %
25 %Pigmento, como sigue:

Azul: Cloruro de cobalto.
Negro: Negro de carbón.
Amarillo:Cromato cÓlcico.
Blanco: Carbonato cólcico precipitado.
Rojizo: Rojo de vitriolo (hematita roja)
Rojo: Pigmento rojo Norman.

La formulación anterior responde a los requisitos y 
será satisfactoria para aplicaciones tópicas proporcionando 
al mismo tiempo las convenientes variaciones de color.

La preparación de los machos "provocadores" puede re& 
lizarse por varias tócnicas. La mayor dificultad, debido al 
hecho de que necesita un cirujano hábil, está en la prepara­
ción quirúrgica del macho utilizando la desviación del pene 
y del prepucio, según se describe en Veterinary Medicine/ 
Small Animal Clinician, Abril 1973. púg. 395. Utilizando es 
te procedimiento, se impide la copulación.

No obstante, dado que uno de los aspectos más importan 
tes de la presente descripción es la de proporcionar una tác- 
nica fácilmente reproductible, prefiero la tócnioa áe resec­
ción del epidídimo, particularmente en la especie bovina. La 
operación se realiza en el toro, poco antes de la pubertad.
La operaoión que Be va a describir tiene la ventaja consiguió 
te de que la misma tócnioa puede utilizarse en los animales
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potenciales para el mercado. Los toros crecen mucho más rápi 
ásmente 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 operación se realiza en posición erecta. Las colas!í
del epididimo se retiran a travás de pequeHas incisiones es- i)
crotales ventrales. Se utiliza anestesia local o anestesia }t
epldural fuerte. Los testículos se envían al fondo del escroj 
to. Se hace una incisión de 3 a 5 cm a travás de la piel y t 
de la túnica directamente sobre la cola del epididimo. Se uti¡ 
liza presión dorsal sobre los testículos para obligar a pasar 
la cola del epididimo a travás de la incisión. El ligamento 
del epididimo que une la cola del mismo al testículo se corta 
con unas tijeras y la cola del epididimo se mantiene en posi­
ción gracias al conducto deferente y al cuerpo del epididimo, 
ámbos de los cuales pasan dorsalmente por encima del lado del 
testículo. Se utiliza material de sutura para ligar entre si 
el cuerpo del epididimo y el testículo. La o d a  deí epididi­
mo se corta con tijeras y se retira. El procedimiento se re­
pite en el testículo del otro lado. Se aplica polvo antibió­
tico a la herida, que se cierra con suturas o grapas. Espe­
rar 20 días antes de utilizar el toro.

El limitado número de aparición del estro en un grupo 
demuestra puede aumentarse por sincronización. Es útil a es­
te respecto la supresión del estro por medio de gonadotrofe- 
nos, particularmente los progestrógenos.

El acetato de medroxlprogesterona, C-metil-17 acetoxi 
progesterona (MAP, Upjohn) es una progesterona sintática que '= 
ha sido utilizada en una solución etalónica para suprimir el j 
estro. El acetato de melengestrol (M6A) se vende por la Diyi ^
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sión Tuco de la Upjohn Company, Kalámazoo, Michigan 49001 co­
mo aditivo en loe piensos disponibles para los titulares de 
solicitudes de alimentos medicados aprobados, y es un progés-j 
trógeno sintético que se utiliza para suprimir el estro con ¡ 
el fin de mejorar el aumento de peso y la tasa de conversión ¡ 
de alimentos en las terneras para engorde. No se aprueba paré 
fines de sincronización. Posiblemente se debe a que el MGA 
produce abortos (Journal of Animal Science, Vol. 30, pp 433) j 

y la tasa de fertilización de huevos es baja mientras que es j 
elevada las anormalidades ováricas (resumen 155, Journal of i

t
Animal Scienoe, Vol. 35). El MGA ha sido implantado e n un im} 
plante de poliuretanp colocado en una vena provinente de la 
oreja o subcutáneamente en la oreja de las terneras. Se han 
obtenido porcentajes de liberación de 0 ,4 mg al día.

El MGA puede administrarse oralmente, a diario, o in­
corporarse a una dieta de grano (hasta 4 ,0  miligramos en 1,82 
kg de grano al día). Yo prefiero utilizar 0,4 mg a 1,0 mg en 
1 ,8 kg al día. la cantidad óptima seria de aproximadamente 
0,5 mg de dosis oral diaria. Se ha demostrado que dosis ora­
les diarias de 0 ,5  mg suprimen el estro y permiten su apari­
ción de 2 a 9 días despuás de la suspensión del tratamiento, 
(Veterinary Medioina/Small Animal Clinician., Vol. 65, mayo 
1970, pp. 491).

Utilizando la dosis oral preferida en el grano, despuás 
de la retirada el estro ocurrirá de 2 a 11 días despuás de la 
suspensión con una media de 4 , 5 días (4 0,5 días) despuás de 
la suspensión. Las terneras y las hembras maduras despuás de3 
naoimiento deben tener un ciclo normal del estro antes de la 
medicación.

Con el,fin de mejorar la tasa de fertilización de hue-
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voa y el estro esperado, el día de la retirada ae administran 
de 10 a 20, preferentemente de 15 a 17 mg del asteroide Ben­
zoato de Estradiol (Arapahoe Chemicals, Inc., Boulder, Colo­
rad), por inyección intramuscular. Esto podrá ir seguido por; 
una cantidad similar el día quinto. La primera cantidad pue-j 
de reducirse siendo satisfactoria en la mayoría de los casos 
una dosis de 15-17 mg el quinto día. El asteroide puede in­
troducirse oralmente por mezcla en solución etanólica y a con 
tinuaclón introducirse en forma de cápsula salina, o aSadirse 
a la ración de grano.

Si bien la fertilización puede ocurrir durante el pri­
mer estro utilizando la tÓcnica anteriormente oitada, en el 
ganado vacuno será preferible esperar hasta el segundo perio­
do, en el que podrán mejorarse los porcentajes de concepción.

Preferentemente los animales se inseminan el día 26 o 
27 y de nuevo el día 28 si no se emplea un control preciso de 
lá detección del estro y de la ovulación tal como aquí se des, 
cribe. Despuás de sincronización, el estro puede detectarse 
fácilmente utilizando toros "provocadores". Tal como se ha 
dicho anteriormente esto hace que las hembras queden maroadas 
al comienzo del estro.

Según se ha dicho anteriormente, muchos mamíferos tie­
nen una capacidad uterina que permiten la maduración de un ma 
yor número de fetos de lo que es normal en las espÓcies. Esto 
hace especialmente conveniente los nacimientos múltiples o 
de mellizos. No obstante, se reconoce que la concepción de 
mellizos es conveniente, pero que muchos hembriones son inde­
seables. En el ganado vacuno, el procedimiento preferido pa­
ra provocar el nacimiento de mellizos es una dosis al nivel 
de 5-15 mg de FSH, preferentemente de 7,5 mg a 10 mg en 3,6 mi*30
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de carboximetilcelulosa Na al 1 % (Abbott Laboratorios, Chi- ¡¡
cago, Illinois) administrados por vía intramuscular dos vecesj 
al día, durante 5 días, a partir del día 14-16 del ciclo es- j 

trual. La supresión del estro durante este período puede sari 
conveniente y se realiza, como se ha dicho anteriormente, con 
los progestrógenos sintéticos disponibles en Upjohn tal como j
se ha dicho anteriormente (MAG). Puede obtenerse el FSH-P en¡

i
viales de 10 cc de aproximadamente 50 mg de unidades de FSH j
de Armour-Baldwin Laboratories, Omaha, Nebraska. Una quinta }¡
parte de un vial proporciona una dosis adecuada. El FSH tieni 
d. . eliminar 1. tendencia del M S  . ,reducir la Indeseable ¡ 
superovulación que puede provocar un número excesivo de oocij 
tos para maduración.

Se sabe que los embarazos múltiples en el ganado vacu 
no tiene efectos colaterales perjudiciales cuando se trata de 
sexos diferentes, ya que incluso un solo macho de una camada 
produciré por lo general hembras todas ellas (freemartins" en 
la camada. La obtención de gemelos, sin embargo, da lugar a 
un aumento en la producción de animales y los efeotoa colate­
rales perjudiciales pueden eliminarse utilizando las técnicas 
de control del sexo que se discute més adelante.

La superovulación puede distinguirse de las técnicas 
de obtención de gemelos anteriormente mencionadas, por el he­
cho de que por lo general se produce en la ovulación un mayor 
número de huevos.

Puede realizarse la reproducción de individuos selec 
oionados para utilizar més completamente los factores genéti­
cos de las hembras deseadas. Las técnicas de superovulación 
y trasplante de huevos han sido ya descritas en lineas genera 
les. Més adelante se describirán ciertos perfeccionamientos
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en estas tócnioas y loa pacos praforidoo para aliño.
La supresión del estro es conveniente en los mamíferos 

receptores. De nuevo haremos referencia a la anterior des­
cripción. La vaca o novilla que debe ser superovulada debe ¡

¡tener un ciclo sincronizado con los de los receptores, pero ¡ 
debido a problemas de fertilidad, los huevos no deben recupe-¡ 
rarse hasta el segundo estro. !

La ovulación múltiple o superovulación puede provocar­
se por inyección de 1500 a 3000 UI (unidades internacionales) 
de IMS, de suero de yegua preñada. Para el ganado vacuno se 
prefieren 2000 UI, mientras que la mitad de la cantidad uti­
lizada para los animales de mayor tamaño es adecuada para los 
cerdos y ovejas. El suero IMS (Ayerest Laboratories) puede ' 
inyectarse el día 16 del ciclo estrual, o entre los dias 15 y 
18. Una sola Inyección de IMS produce desarrollo hiperfolicu 
lar, incluso en terneras de 4 a 14 semanas de edad. Debe ir 
seguida por una inyección intravenosa de 5 a 10 mg de hormona 
leutlnizante NIH-LH 5 días despuóe de la inyección de IMS. La 
PH puede obtenerse de los Diamond Laboratories, DeMolnes, 
lova (vetrophin), debiendo tener cada vial una actividad de 
5 mg de NIH-FSH-S4 y NIH-LH-S1. De 12 a 24 horas más tarde 
los huevos producidos deben exponerse al semen si se quiere 
realizar la inseminación en el animal donador.

Se ha mencionado que en vez de suero IMS, se empleen 
gonadotrofinas pituitarias (FSH) para provocar el genelaje. 
Dado que estas últimas se disipan muy rápidamente, entre el 
día 1 2 .y 18 del ciclo estrual, se necesitan inyecciones de 
6-14 mg (el más bajo nivel que producirá menos folíoulos en 
desarrollo) 2 veces al día durante aproximadamente 5 días, 
administradas de la forma anteriormente descrita y preferida,

-  1 2 -
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o bien por vía intramunoulnr en salina fisiológica. Se ha 
sugerido que es útil el Nilevar (nbretalondrona, que ya no 
fabrica Searle) para impedir el estro durante este periodo 
(Journal Animal Science, Vol. 34. 1972, pp. 77), pero no es ! 
conveniente, y puede utilizarse una dosis baja de MCA (0,3- ¡
0 ,5  mg) para alcanzar esta finalidad, que parece aumentar el ¡ 
número de folículos. La FSH-P (Armour-Baldwin) es una gona- ¡
dotrofina pituitaria apropiada, como se ha dicho anteriormen-;

}
te. Puede sustituirse por 10 mg de FSH porcina preparada. ¡ 
Puede utilizarse la hormona leutilizante, por ejemplo NIH-LH- 
-S1 para provocar la liberaoión al final del período.

Una vez aparecido el estro en el ganado vacuno, debe 
ser observado cada 4 horas hasta que se detecte el final del 
estro, debiendo palparse rectalmente los ovarios a intervalos 
de 4 horas hasta que se detecta la ovulación. Los animales 
deben ser inseminados, si se realiza interiormente al donador, 
con semen durante la última parte del estro.

El desarrollo folicular aquí contemplado puede ser au 
mentado, especialmente cuando se utiliza gonadotrofinas ali­
mentando a los animales con una ración de elevado contenido 
energótico.durante el periodo de desarrollo fonlcular, 7 a 14 
días despuás del último estro.

Esta ración debe duplicar el peso de la ración de gra 
no normal, proporcionándose el peso adicional de la ración 
por glucosa y otras fuentes muy energátioas tales como grasa 
(tocino) y melazas.

Al comienzo de este período, es conveniente temblón 
administrar benzoato de estradiol, en la dosis que se descri­
be aquí en otro lugar.

Es muy conveniente obtener huevos de una hembra super-
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ovulada entre 8 y 90 horas después de la ovulacién. Si los ¡ 
huevos han sido inseminados interiormente, el mejor periodo 
es entre 50 y 80 horas, y .preferiblemente entre 70 y 80 ho­
ras, en cuyo momento los huevos se encuentran principalmente j!
en las partes més bajas del oviducto antes de la unión ampu- ¡

i
lar-istmica (una contracción que hay antes del útero) y en ¡ 
la parte superior de la trompa uterina. Esto produce una } 
concentración de los oocitos en esta zona local. ¡

Este período es generalmente acéptable para sujetos 
no inseminados, pero los huevos se encontrarán més arriba en 
el oviducto, incluso cerca de las fimbrias. Aquí el mejor 
periodo es entre 40 y 80 horas, en cuyo momento la mayoría 
de los huevos han llegado a un punto cerca de lá unión ampu- 
lar-istmioa.

En otros animales, por ejemplo, las cerdas, el trans­
porte es aún més rápido que lo anteriormente indicado para el 
ganado vacuno.

Dentro de este periodo puede realizarse una laparoto­
mía de costado. Los sujetos deben mantenerse en ayunas 24 
horas antes de la operación y recibir una inyección intramus­
cular de aproximadamente 0 ,5 mi de clorhidrato de propiopro- 
macina (por ejemplo Travet, Abbott Labs 50/mg mi) 25 minutos 
antes de la anestesia. La anestesia puede ser una inyección 
de clorhidrato de procaina en ámbos lados dorsal y ventral de 
las vértebras, primera, tercera y quinta lumbares, siendo la 
cantidad de 100 a 150 mi según el tamaño individual.

La zona de la incisión se afeita y se lava oon solu- )
i

ción aséptica. Puede hacerse una incisión de 15 a 20 cm de 
longitud entre la última costilla y el ángulo externo del ¡ 
ilio. Esto puede realizarse utilizando una cuchilla Bard-Par'
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ker ns 22 en un mango Bard-Parker ns 4. Utilizando un tritu-i 
rador se realiza una ovarioctomía y salpingectomía bilateral 
donde se diseca un oviducto se grapa el extremo cervical de 
la trompa uterina y se cauteriza con un hierro caliente, y el 
lugar cauterizado se pincha con una aguja roma de una jeringai 
de 20-50 mi. conteniendo suero de sangre bovina estáril (Dif­
eo, Detroit, Michigan) o preferentemente, ouando se retira el 
oviducto TCM199 o, más convenientemente, el medio descrito y 
dado oomo ejemplo en la presente memoria para cultivo del em­
brión. La trompa se inunda con suero (podrá necesitar de 20 

a 40 mi de suero) y el material se recoge en un vidrio trans­
parente estáril, despuás de pasar a travás del oviducto. Pos 
teriormente se introduce en el oviducto un tubo que tenga una 
cámara de equilibrio de reoogida para recoger loa oocitos li­
berados. La aspiración del túbulo ayudará a este proceso.

La anestesia optativa incluye una inyección inicial de 
pentobarbitona sodio seguida a los 15 minutos por un circuito 
cerrado de fluotano y oxígeno. La incisión puede hacerse in­
mediatamente anterior a la pelvis en la línea media a travás 
de la cual se retiran el útero y los ovarios sujetando con 
pinzas la trompa. Se efectúa una incisión en la mitad del 
oviducto a travás de la cual se introduce la túbulaclón. Se 
introduce una jeringa de 40 mi por encima de la pinza y el 
oviducto se inunda de la forma anteriormente descrita. Poste­
riormente se vuelve el útero al abdomen y se sutura la herida 
utilizando catgut ns 3 seguido por suturas interrumpidas de 
la piel cubiertas con cinta.

Los huevos fertilizados pueden transferirse a una ma­
dre adoptiva receptora cuyo estro está sincronizado con una 
variación 4 2.días.
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Los trasplantes utilizan la misma técnica anterior, 
excepto que el ovario que contiene el corpüs luteum se identi 
fica por palpaoión rectal y los huevos se transfieren a la 
trampa uterina adyacente utilizando uno Pipeta Pasteur conec-j 
tada a una jeringa de 1 mi. Si el corpus luteum está presen­
te en cada ovario, los huevos pueden trasplantarse a ámbas ¡ 
trampas. No obstante, al menos hasta ahora, no es tan fácil i 

el gemelaje. Siempre que puedan sexuarse los huevos (blastó- 
meros) es conveniente trasplantar los huevos para aumentar la 
probabilidad de parto, pero esto puede hacerse sin demasiado j

, ttemor a las "freemartins", ya que es más probable un nacimienj 
to por cada dos oocitos. }

Si están fertilizados, los huevos pueden mantenerse du{
rante un breve periodo de tiempo (10 horas) en una oámara de 
diálisis, o durante más tiempo en una unidad de incubación 
que se describirá más adelante o bien pueden transferirse a 
la unión útero-tubárica del oviducto de una coneja que está 
ligado, de manera que los huevos no pasen al útero. Esto fa­
cilita su recuperación cuando se inunda el oviducto para recu 
perar los huevos. En estas condiciones, los huevos se dividi 
rán normalmente en unos 7 dias, como tambián puede ocurrir en 
una incubadora.

Debe llevarse atención para asegurarse de que el receg, 
tor está sincronizado en 1 2 dias, si es posible con toda exag, 
titud. Generalmente se tarda 4- dias despuás de la fertiliza­
ción antes de que los huevos entren en el útero, donde pueden 
ser recogidos de la entrada de la cervlx por los dos procedi­
mientos que se expondrán. Debemos tambián recordar que se 
tarda aproximadamente el mismo tiempo cuando los huevos se re 
cuperan quirúrgicamente del oviducto y del útero. Los recepte!.
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reo deben recibir loe huevos antes de lo regresión del corpue 
luteum, y preferentemente dentro del periodo que termina el 
6a ó 73 día.

Utilizando una pipeta, y tócnicas como las utilizadas 
para inseminación artificial, los huevos pueden introducirse ¡ 
a travós de la cervix en el ganado vacuno y en los caballos 
(no en los oerdos) pero deben observarse condiciones asópti- 
cas para impedir una endometritis purulenta. La distensión 
del útero con dióxido de carbono es conveniente para transfe­
rencias no quirúrgicas.

La introducción no quirúrgica de los huevos en los re­
ceptores, 2 ó 3 de 6 cólulas en la fase precoz de la mórula, 
se realiza comenzando por extraer los huevos junto con 0 ,5 mi 
de medio o suero en una pipeta ordinaria de inseminación cur­
vada por un extremo, todo ello en condiciones asépticas. La 
pipeta se introduce a travós de un speculum estóril en el ca­
nal cervical del receptor y se hace pasar hacia adelante a lo 
largo de la tromba uterina en la que se ha de te ota do previamei. 
te, por palpaolón rectal, el corpus luteum. Se introduce COg 
a travós de la misma pipeta hasta que el útero estó totalmente 
distendido. El equipo incluye dos frascos, 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 estó lleno hasta 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 balón 
de goma que se hincha a medida que aumenta la presión en el 
interior del útero. Inmediatamente despuós del paso del gas 
se extrae la pipeta y el útero permanecerú distendido durante 
4 a 6 horas.
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El trasplante por estas técnicas no quirúrgicas con­
templa el uso de una cánula flexible hecha preferentemente 
con tubo Silastic (TM de Dow Chemical) en una pipeta. La pi­
leta se introduce en la trompa uterina y la cánula se hace 
pasaría travás de la pipeta) para expulsar el trasplante al } 
interior de la trompa uterina, o con trasplantes de tamaño 
pequeño, en el interior del oviducto a travás de la unión 
Ístmica.

Antes de la transferencia de huevos fertilizados al re 
ceptor, será conveniente sexuar el embrión que se transfiere. 
Todo esto pude realizarse de una serie de maneras. Evidente­
mente, la fertilización del oocito con espermatozoos ordina­
rios dará lugar a una probabilidad del 50 % de cada sexo. No 
obstante, ya que se puede mantener el embrión in vitro duran 
te un periodo de tiempo, tal como se describirá, es tambián 
posible determinar microscópicamente con microscopio electró­
nico, si en las cálulas del embrión están presente los cromo 
somas X ó Y.

Las cálulas de la fase de mórula o el blastocisto se 
cortan del embrión. Con el blastocisto, que es más convenían 
te en vista del menor riesgo de daño, la zona pellucida se 
mantiene con una pipeta bajo succión y el troibblasto se pene 
tra con una aguja suficientemente grande como para cortar una 
o dos cálulas.

Con el fin de examinar el contenido de cromosomas de 
las cálulas, 0,075 KC1 (Gibco na R15-0575) se mezcla hasta un 
volómen total de 4 mi y se refrigera. Las cálulas se suspen­
den en 0 ,5  mi de suero fetal de ternera y se añaden 0 ,5 mi de! 
solución hipotónica, seguido por 3 ,5 mi inmediatamente antes j 

de la centrifugación. Centrifugar durante 6 minutos a 750 [
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r.p.m. El tiempo transcurrido desde la adición hasta la ter­
minación puede ser superior a 12 minutos. Retirar la totali­
dad a excepción de 0 ,2 5 mi de sobrenadante y volver a suspen­
der las cólulas en el sobrenadante restante. Fijar con tres ,

i
partes de alcohol absoluto por una parte de ácido acático gla! 
clal aHadlendo primero 0 ,5 mi, siguiendo por 3#5 mi de solu- : 
ciÓn de fijación. Las cólulas deberán permanecer en la solu-! 
ciÓn de fijación 15 minutos. Retirar todo excepto 0,25 mi j 

de sobrenadante de fijación y repetir el procedimiento de fi-j 
jación.

Una vez repetido el procedimiento de fijación, retirar 
la totalidad menos 0 ,5 mi de solución de fijación y volver a 
suspender las cólulas. Colocar dos gotas con las cólulas en 
una platina de vidrio húmeda fría y limpia, y soplar hasta 
que se seque. A continuación colorear con dos gotas de colo­
rante Aoeto-Orcin (Gibco nS 537.538.539). Acto seguido exa­
minar las oólulas con microscopio electrónico y tomar nota de 
las características de los cromosomas.

Los animales sacrificados pueden ser una fuente de 
oocitos que pueden transferirse a los receptores vivos para 
maduración. Los animales sacrificados se tratan antes del sa 
orificio como si se fuera a adoptar procedimientos quirúrgi­
cos o no quirúrgicos normales. El tiempo de sacrificio debe 
corresponder al que se expone para las tócnicas quirúrgicas. 
El animal puede ser sacrificado despuós de fertilización o 
antes de inseminación como en las tócnicas de recuperación 
quirúrgicas.

El sacrificio se realiza aturdiendo al animal y por 
sangría. Mientras se realiza la sangría, se efectúa una inci 
sión ventral y se recuperan intactos los ovarlos, oviductos y)
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las trompas uterinas. Las trompas uterinas oo sujetan Inme­
diatamente con pinzas y se cauterizan. Los órganos se oolo- 
can en un incubador de transferencia para mantenerlos a 30-38 

y preferentemente a 31-33°C, ¡transfiriéndose al punto en ¡ 
el que deben recuperarse los hueves. ¡

La recuperación se realiza cortando el oviducto y loB j 

huevos se sacan del oviducto con la introducción de una je- ¡ 
ringa a través de la trompa uterina y la inyeoción de 20-40 ¡ 
de suero, o, preferentemente, medio de oultivo de tejidos 
(TCM199 ó Ham's ?10 ó ?12 Gibco).

Los huevos se depositan en un cristal de observación 
y se oubren con aceite de parafina. Se examinan con un au­
mento de 50X y se recogen y transfieren al medio de cultivo 
de tejido preferido que aquí se describe y posteriormente al 
receptor.

Los oocltos no fertilizados pueden recuperarse también 
del ovario por aspiración del corpus luteum del animal sacri­
ficado. Pueden fertilizarse como se describe en otro lugar.

Entre la recuperación y transferencia a un receptor 
es conveniente cultivar el embrión en medio de cultivo de te­
jidos tal como TCM199 ó Ham's F10, y preferentemente en las 
formulaciones que aqui se describen a título de ejemplo. El 
cultivo se mantiene en incubador comercial para cultivos de 
tejidos a temperaturas de 31 a 37°C con 5 % de COg y 95 % de 
aire u oxigeno. Se prefieren las temperaturas más bajas de 
la gama (31-33**C). Puede tenerse algdn éxito en la gama nor­
mal de cultivo de tejidos de 37°C.

Las cémaras de cultivo pueden ser tubos de ensayo de 
cristal (de 30 mm o de 25 por 75 mm) con tapones de caucho 
sillcónico. La superficie interior del tubo debe recubrirse
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con silicona para impedir que loe organismos ee fijen a la ¡ 
pared de vidrio. La mitad del tubo ee llena con medio de cul¡ 
tivo tamponado con tampón HEPES, y suero bovino al 20 %, y la i 
otra mitad con la mezcla de gas que ee renueva cada 8 horas. 
Loe tubos deben oolocarse horizontalmente sobre rodillos y 
girarse continuamente a 30-40 r.p.m. durante la incubación.

Cuando ee recuperan los huevos, se recogen los lavados¡¡
en los tubos, Se retira alrededor de 3 mi de fluido en el i
fondo de cada tubo despuós de 20 minutos a las temperaturas ¡
de incubación, transfirióndose a un cristal de observación o ' 
a una platina de pozo, observándose los huevos bajo microsco­
pio de disección a 50 o 187,5X de aumento, y se examinan a 
450 o 1875X de aumento.

Los huevos pueden transferirse a los receptores de la 
forma que se describe o a un cultivo de mayor duración en tu­
bos o conejos.

El medio de cultivo preferido, según se indica en el 
ejemplo siguiente, incluye Vitamina B12, Lipoicaclda, piruva- 
to sódico y L-Glutamina. Se tampona con tampón HEPES y NaHCO:

- 2 1  -

hasta un pH de 3,7-7,4.
EJEMPLO PREFERIDO DE MEDIO DE CULTIVO mg/litro
NaCl 6.800
Kol 400
MgSÔ  8H2O 200

Na2HP04 2H2O 60
KH2PO4 60
Glucosa 1.800 j
Rojo fenol 10 [
CaCl (anhidro) 200 !
NaHCO^ (según el pH) 400 í
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m ^ / lit ro  .

L-Arginina HC1 70,0 ¡
L-Histidina HC1 20,0 j
Monoclorhidrato de L-lisina 70,0 !
DL-triptofano 2 0 ,0  j
DL-Fenilalanina 50,0

DL-Metionina ^0 ,0

DL-Serina 50,0 !
DL-Tre onina 60,0 i
DL-Leucina 120,0  }
DL-Isoleucina 4 0 ,0

DL-Valina 50,0

DL-monohidrato del ácido glutámico 150,0

DL-ácido aspártico 60,0
DL-Prolina 4.0 ,0

L-Hidroxiprolina 10,0
Glicina ' 50,0
L-Glutamina 100,0
Acetato sádico 50,0
L-cietina 2 0 ,0

L-Tlrosina 40,0
L-cisteína HC1 0,1
Sulfato de adenina 10,0

Guanina HC1 . 0 , 3
Xantina 0,3
Hipoxantina 0,3

Uracil 0,3

Timina 0,3

Fosfato alfa-toooferol disádico 0,01

Tiamina HC1 0,01 i
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niR/3 i tro
Piridoxina HC1 
Riboflavina 
Pirldoxal HC1 
Niacina
Pantotenato cálcico
i-Inositol
Acido ascórbioo
Acido folleo
Acido para-aminobenzoioo
Nitrato fárrico Fe (NOg)^
d-Blotlna
Medaion
Glutaion
Vitamina A
Calciferol
Tween 80 (Trademark Atlas Poweder) (marca registra 

da de Atlas Poweder).

0 ,025 !
0,010 i)
0,025 
0,025 i 
0,010  : 
0,050 
0,050 i 
0,010 ¡ 
0,050 ¡
0,100 ¡ 

0,010 ¡ 
0,010 

0,050 
0,100 

0,200

20,0

Acido adenílico 0,200
Trifosfato de adenosina 1,0
Desoxirribosa 0,5
Ribosa 0,5
Colina C1 0,5
Vitamina B12 1,3
Acido lipoico 0,2
Piruvato aádioo 110,0
L-gLutamina 200,0

Más 20 % de suero fetal de ternera, Inactivado por cg,
lor, por litro del ejemplo anterior
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EJEMPLO 2
Igual que el anterior, pero las sales <3$ Earle (Gibco) 

se sustituyen por las salea del primer ejemplo mientras que 
la Glucosa sigue siendo de 1800 mg/l. i
EJEMPLO 1 ¡

Igual que el ejemplo 2, con el doble de vitaminas y 
aminoácidos en peso. !
EJEMPLO 4 . ,

Igual que el ejemplo primero, con el doble en peso de 
vitaminas y amino ácidos y con glucosa a 1.000. mg/l. .

Los oocitos pueden retirarse del corpus luteum y madu­
rarse in vitro. Se fija una aguja nS 20 a una jeringa de 100 
mi llena con 20 mi de medio de cultivo. El corpus luteum se 
identifica por la paroscopia realizada a 32-36 horas despuás 
de inyección de gonadotrofina para provocar el desarrollo fo- 
lioular o en las 24 primeras horas de calor o estro en el ga­
nado, preferentemente de que hayan transcurrido^ 14 horas des­
pués de lá detección.

Se realiza una incisión de 15-20 cm según se describe 
para recuperación quirúrgica de los huevos o bien en ía parte 
ventral media por encima de la ubre en el ganado vacuno. La 
cavidad abdominal se distiende oon COg y se .introduce labrooo 
pió para localizar los ovarios y el corpus luteum. Se penetra 
en el corpus luteum con la aguja y se aspiran los oocitos baja 
vacio firme.

El oocito se transfiere a un cristal de observación 
con 5 mi de medio cubierto con parafina o aceite mineral. Las 
oálulas cumulus que rodean el oocito se retiran con exposición 
a hyaluronidasa durante 3 a 5 minutos. El oocito se retira 
con una pipeta y 0 ,1 mi de medio y se lava 2 veces con 2 mi30 .
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de medio. Debe llevarse cuidado para asegurarse de que los 
oooltos quedan aiempre cubiertos oon medio o medio TUS (solu­
ción salina tamponada oon fosfato de Dulbecoo) para impedir 
su deshidratación.

Los oocitos aspirados del folículo madurarán in vitro 
cuando haya sido iniciado el desarrollo folicular por inyec- ¡ 
clones de gonadotrofina tal como se utiliza para provocar la i 
super ovulación retirándose los oooltos de las paredes de los ¡ 
folículos finos (desarrollados). ¡

Los oocitos madurarán cuando se recuperan del corpus }
i

luteum de los folículos maduros en unas 4 horas, cuando se se 
paran las cálulas cumulus. Generalmente no es preciso separar 
los cumulus cophorue.

Los oocitos pueden obtenerse por sacrificio de 6 a 14 
horas despuás de la detección del estro. Loe oviductos se se 
paran en secciones de 1/8 de pulgada y debe aspirarse tambián 
el corpus luteum no abierto. Las secciones y los oocitos aspi 
rados del corpus luteum deben colocarse en un medio cubierto 
con aceite de parafina o aceite mineral.

Siempre que se recuperen loe oocitos deben mantenerse 
templados en una inoubadora o en una platina calentada de un 
microscopio de disección. El aceite de parafina debe equili­
brarse con COg al 5 % en aire en el medio de cultivo. '

Si es necesario, debe retirarse el coágulo de cálulas 
cumulus.

Debe cuidarse de retener una.cantidad de fluido folicu 
lar fresco ya que se introduce 0 ,1 mi de fluido folicular con 
0 ,4  mi de esperma con una concentración de 1 a 2 millones por
mi. En un plazo de dos a cuatro horas las cálulas cumulus ¡

!
que rodean los.oocitos separan y forman una oapa en la superfit
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oie. Al cabo de 5 a 7 horas de concentración, la fertiliza-¡'= t
oión ha terminado y los huevos pueden colocarse en cultivo 
para su maduración hasta la faae mórula o transferirse a un 
receptor.

La fertilización in vitro utiliza los ejemplos de for ¡ 
mulaoión del medio de cultivo tamponado a un pH7,3-7,5 con . 
bicarbonato sódico y HC1 diluido. El piruvato sódico o el ¡ 
oxaloaoetato sódico deben formar parte de este medio de fer­
tilización así como albúmina bovina al 30 % del volúmen uti­
lizado. El medio para fertilización y cultivo debe contener 
50 miligramos de sulfato de estreptomicinaAl y. 75 mg de pe­
nicilina G(sal potásica) mi. No obstante, estos últimos pre 
parados deben utilizarse cuando se utiliza la separación del 
esperma por sexo.

La sincronización del donador y el receptor así como 
el tiempo de ovulación pueden eliminarse empleando técnicas 
perfeccionadas.

Puede obtenerse ún retraso por cultivo de los cuerpos 
celulares trasplantados durante un cierto periodo de tiempo.

Esto puede conseguirse por las técnicas de congela­
ción que aquí se describen, o provocando el desarrolló de 
la célula del donador por separación de la célula de manera 
que el número total de oélulas diferenciadas que se trasplan 
tan se enouentren en la fase en la que estarían si. se hubiese 
permitido el progreso normal.

Asi, se prefiere trasplantar los cuerpos celulares 
a receptores en el momento correspondiente.a unos pocos dias 
desde el momento de la división de la primera célula o los 
cuerpos celulares y el tiempo de fertilización normal del re 
captor. El objeto es el de proporcionar la célula del dona-
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dor al receptor en un momento aproximadamente igual al que 
permite la implantación en la fase de desarrollo del blasto- 
cisto.

Se trate'preferentemente de 12 días de elncr.niz.eiin;
de la fase esperada de blastocisto o mórula del embrión y la ¡
fecha en que el receptor puede esperar su propia fase de blaá

i
tocisto o mórula. !

i
Esta temporización permite un mayor uso del trasplan-}

i
te no quirúrgico, asi como trasplantes quirúrgicos en un tieg
po posterior, y debe realizarse antes del dócimo dia despuós }

i
de la ovulación del receptor, preferentemente antes del 7$ i

¡
dia despuós de la ovulación.

Las tócnicas de separación de cólulas y las tócnicas 
de congelación que se utilizan para alcanzar este resultado 
se exponen aqui en otro lugar.

La determinación del sexo es importante por muchas r& 
zones, y puede obtenerse por sexualizaoiÓn de un embrión des 
puós de fertilización o de otras de las maneras que aqui se 
describen.

Los espermatozoos pueden pre-sexualizarse por separa­
ción de los cromosonas X e Y que llevan espermatozoos, utill 
zúndose la separación resultante para fertilizar los oocitos 
maduros.

Un procedimiento para conseguir la separación es por 
centrifugación repetida a 750 r.p.m. de pipetas cerradas que 
contienen semen. El esperma "femenino" pesa ligeramente mús 
y tiende a concentrarse en la parte inferior del tubo. Los 
espermatozoos deben suspenderse en una solución tamponada ola 
ra durante la centrifugación. Se ha utilizado tambión la 
eleotroforesis para separar los espermatozoos. Ninguna de es

- 2 7  -
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tas tácnicas son particularmente satisfactorias en el esta- j 
do actual de la táonioa. - ;

No obstante, puede emplearse una técnica perfecciona- ¡
!

da que utiliza materiales de intercambio de iones tal como se 
describe en esta patente. Se reconoce que los espermatozoos } 
tienen una carga negativa, pero parece que hay una localiza­
ción de la carga en la cabeza o en la cola de los espermato- ! 
zoos. Se observa la posibilidad de obtener mejores resultados 
para obtener los espermatozoos femeninos deseados utilizando 
materiales de intercambios de iones, bien separadamente o 
bien en combinación con la centrifugación.

Se utilizan cationes para producir el atrapamiento del 
esperma "masculino" y aniones para atrapar los-espermatozoos 
"femeninos". Esto puede realizarse induciendo una flocula- 
d ó n  dél esperma indeseado en un cristal de observación con 
una elevada superficie en relaoión con él vólómén, describión 
dose más adelante el procedimiento preferido.

Si bien se reconoce que pueden utilizarse como materia 
les de intercambio de iones las arenas glauconítlcas y las 
zeolitas, los resultados más satisfactorios se obtienen divi­
diendo finamente resinas de intercambios de iones. Son apro­
piadas las resinas catiÓnioas de los copolímeros divinilo cag 
boxílico/benceno o los productos de la copolimerización del 
ácido metacrílico oon divinilbenceno y los del anhídrido ma- 
láioo con estlreno y con divinll-benceno. Ño se utiliza es­
treptomicina en el medio de soporte con resinas carboxílicas 
debido a su intercambio de iones con ellas. Estas resinas 
catiónlcas producirán espermatozoos capaces de producir em­
briones femeninos

Los intercambiadores ániónicos pueden producirse por



-  29 -

nitración y reducción posterior de copolimeros de estlreno/d¿¡
vinilbenceno. Con este sistema se producirán espermatozoos )

!capaces de producir embriones machos. {
Las resinas resultantes tienen las estructuras siguien * 

tes: ¡
Resina básica de intercambio de aniones
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CH CH,

CH2N(CH^), CHgNÍCH^)^

Resina ácida de intercambio de oationes.

Ni3 CH,

- 0 ---------  CH,
!
COOH

C -------  CH,
)
COOH

CH

CH - CHg

Las resinas que se utilizan pueden basarse en las re­
sinas Dowex (marca registrada de la Dow Chemical Company, 
Midland Michigan). Pueden utilizarse las resinas aniónicas 
más fuertemente básicas del tipo de estireno-divinilbenceno, 
Dowex, 1,221K, pero es mejor utilizar la poliamina de polies- 
tireno Dowex 3, que es dÓbilmente básica, en un medio con una 
gama de pH hasta 7,1-7,3. Se prefiere un tamaño de malla de 
100 o superior (100-300). Las resinas apropiadas son las 
B342-AG3, B343-AG3 (ambas poliamlnas de poliestireno) y 
B143-AG1, B144-AG1 (amonio cuaternario de poliestireno) como
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aniones y las B544-AG50, B545-AG50 (basadas en la Dowex 50) 
como cationes, que pueden obtenerse de los Bio-Rad Laborato­
ries, Richmond, California.

Las resinas del tipo aniónico y catiónico pueden ser j 
del tipo de celulosa, prefiriéndose el tipo catiónico. Puedej 
utilizarse un intercambiador de malla 100 a 200 del tipo 20 ' 
CM-celulosa (carboximetilcelulosa) de la Brown Cpmpany, 555 [ 
Fifth Ave., Nueva York, Nueva York.

Para obtener la muestra, el semen se lava dos veces y 
se soporta en una solución tampón con un pH de 7,3-7,5. La re 
sina se introduce en un tubo de ensayo con un extremo infe­
rior en embudo y un borde ampliado, el cual se apoya a su ' 
vea dentro de un tubo de ensayo de recogida. El esperma sejúa 
troduce por encima de la resina y se filtra a través de la re 
sina, preferénteménte por centrifugación a 750 r.p.m. durante 
un minuto q més. La base del tubo exterior de recogida tiene 
úna solución tampón adicional de soporte para recoger el es­
perma separado.

El esperma se estratifica a continuación, y los esper­
matozoos deseados se retiran y se utilizan para inseminación 
o bien se congelan.

Otra técnica que puede utilizarse sola o en combina­
ción con los citados materiales de intercambio de iones para 
separación de las fracciones esperméticas es una combinación 
de centrifugación y diferencias de presión.

Esta técnica es especialmente efectiva con el ganado 
vacuno debido a la gran diferencia de tamaño de los esperma­
tozoos X e Y. Se utiliza una cámara de separación de tubo 
cónico de una centrifuga a contracorriente. La fracción fe­
menina deseada se obtiene colocando semen lavado y diluido en
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la centrífuga, solo o junto con el intercamblador de iones
apropiado, y la solución diluida so centrifuga a 750 t*.p.:c.
a una velocidad menor de 1000 r.p.m. A continuación se apti'**'!
ca una segunda o tercera fuerza, es decir, la aplicación de 
una diferencia de presión de 15-30 cm de aquella en la que se 
obtiene el esperma.

Para la selección masculina se aplican las citadas } ! ! 
tácnioas, aumentándose la velocidad a más de 1000 r.p.m. y a j
menos de 1200 npjn. Se aplica un vacío del orden de 15-30 oíd 
como diferencia de presión en comparación con la de la pre­
sión de recuperación del esperma.

Las fracciones se obtienen de este modo y se retiran 
del diluente, concentrándose a continuación. Pueden utili­
zarse entonoes para inseminación o congelarse en una solución¡
tampón para uso posterior.

La realización preferida utiliza centrifugación a con­
tracorriente en combinación con un material de intercambio 
de iones. Si bien la diferencia de presión parece mejorar 
los resultados, pueden obtenerse fracciones satisfactorias ' 
tal como se describe en otro lugar. Estas fracciones se uti 
lizan para inseminar los huevos recobrados.

El sexo puede determinarse por examen de las cálalaa 
retiradas de un embrión. En la fase del blastocistó, el em­
brión se coloca en una cámara en la platina calentada de un }
microscopio de disección del tipo de contraste de fase. La i 
zona pellicuda se mantiene con una micropipeta bajo un lige-} 
ro vacío. Las cálulas se retiran colocando una segunda mi- j 

cropipeta contra la zona pellicuda con una ligera presión en¡ 
la región del trofoblasto, y se inserta una aguja capilar e n { 
las cálulas, retirándose del trofoblasto unas pocas cálulas. i
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Estas pueden examinarse entonces con un microscopio electró­
nico para determinar el sexo. ..

Cuando ha sido determinado el sexo, el blastocisto pue 
de transferirse a un receptor y dejarse madurar.

En las cálulas del embrión pueden realizarse diferen- } 
tes operaciones que ayudan a la reproducción de animales ge- j 
nótioamente superiores por parte de los receptores, igual que 
se hace con los sexos. Esto abre la posibilidad de utilizar 
más plenamente la capacidad uterina del ganado vacuno, evi­
tando las terneras "freemartins" y es aplicable a otras espe­
cies.

Los huevos fertilizados y los pequeños embriones, pre­
ferentemente de tamaño no mayor que la fase mórula pueden con 
gelarse a -196°C. Esto se realiza lavando loó embriones en 
2 mi de medio, segón se describe aquí por ejemplo* o con solu­
ción PBS. A los huevos recuperados del Corpus luteüm se les 
podrá retirar cálulas cumulus extrañas deí folículo de De 
Graaf exponiándolas a hyaluronldasa (150 unidades U.S.P. por 
mililitro) en el medio durante 3 a 5 minutos. '

En una gota muy pequeña (aproximadamente 0,01 mi) de
medio, los huevos se transfieren a pipetas que contienen 0,1

mi de medio. La refrigeración se*realiza en un baño a una
'velocidad inferior a 2°C por minuto con un punto óptimo entre 

0,3 y 0,4°C por minuto. A 0°C, se añade como tampón 0,1 mi 
de dimetilsulfóxido 2M. Despuós de 15 o más minutos, las 
muestras se transfieren a un baño de aproximadamente -4°C y 
se siembran dos minutos más tarde con un cristal de hielo 
diminuto. Las muestras se enfrían entonces a la* misma velo­
cidad hasta -70^0 y a continuación a -110°C (etanól y baño de 
hielo seco) y acto seguido se transfieren directamente al ni-
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trógeno liquido (-196^0). Puede utilizarse helio líquido pa 
ra obtener el gradiente de temperatura y la velocidad de en­
friamiento. j

La descongelación se realiza colocando la pipeta en un i
tubo de 40 x 200 mm en -110°C de etanoi y calentándose por ¡

ocontacto con aire a temperatura ambiente a 4 por minuto, mi ¡ 
dlóndose a partir de -65°C. A 0°C se aHaden 0,2, a continua­
ción 0,2 y finalmente 0,4 mi del medio de cultivo. Loa em­
briones se transfieren entonces a un mi de medio y se enjua­
gan dos veces con una cantidad similar. Se examina a 50X pa 
ra determinar la velocidad de recuperación y se transfiere al 
oultivo, es decir, a un cristal de observación bajo aceite mi 
neral a 30-38^0. (Preferentemente 31-33**C) en. una atmósfera 
con 5 % de C0g y oxigeno o aire.

Los cuerpos celulares que se congelan de este modo de­
ben congelarse en el medio preferido según la presente memo­
ria conteniendo plruvato sódico u oxaloacetato.sódico en can­
tidades iguales. Tambión puede utilizarse una solución PBS 
conteniendo estas sustancias, siendo conveniente la adición 
de glucosa.

Es importante aumentar la utilización de los huevos 
recuperados u congelar en el mismo recipiente embriones del 
mismo sexo.

Con esta finalidad conviene separar las cólulas indivi 
duales de un huevo con una Usina, tal como aqui se describe, 
y colocar cólulas del mismo tipo en el mismo recipiente. j

Las oólulaa separadas con Usina son perfectamente cja j 

paces de diferenciación despuós de descongelación y se obtie-} 
nen mejores resultados en el proceso de descongelación. !

La zona pelllcuda de la fase de mórula o. el cuerpo ce-¡

- 3 3 -
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lular embriónico inferior, incluyendo las que se separan por ,

ttratamiento con lisina, pueden retirarse convenientemente an-¡t
tes de la congelación. [t

Después de la descongelación los cuerpos celulares puei 
den protegerse por transferencia a la zona pellicuda de una j 
segunda célula.

Estos procedimientos se definen con mayor detalle en ¡ 
otro lugar.

Las oosferas pueden congelarse de la manera anterior-
O ^mente mencionada y descongelarse hasta 0 C, añadiéndose gotas, 

sucesivas de esperma, preferentemente con fluido folicular, 
tal como se describe más adelante, mezclado con el medio de 
soporte, hasta que la cantidad de medio de soporte fluido sea 
de aproximadamente 0,8 a 1 mi dejándose calentar el medio por 
exposición a la temperatura ambiente durante 3 horas. Para 
una descripción más detallada de la fertilización in vitro 
puede consultarse el ejemplo dado sin referencia a la congela 
ción.

Las operaciones en las células, mórulas y blastocistos 
se realizan con ayuda de un microscopio de disección de con­
traste de fase. El soporte de células empleado es un pequeño 
cristal de observación en forma de copa que ha sido cubierto 
y tiene unas aberturas de acceso de pequeño tamaño en sus la­
dos a través de las cuales pueden introducirse las herramien­
tas de operación. Estos orificios y la chapa de recubrimien­
to se señan con película de aceite de silicona, y las herra­
mientas pueden mantenerse con microposicionadores e introdu­
cirse a través de la película de aceite. La platina del mi­
croscopio debe estar calentada. j

Las microagujas pueden hacerse con vidrio Pyrex de 1 mai
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(marca registrada de Corning Glass) o con varilla de vidrio 
de borosílice estiradas hasta formar un eje delgado (de unos 
0,3 mm) y de 50 mm de longitud. Se hace un codo vertical pa­
ra proporcionar separación entre el soporte de la microherra-} 
mienta y la platina del microscopio. El eje fino se dispone í 
en un gancho para soportar un peso, y a continuación el eje 
con el gancho se carga con una carga de 1 g y se estira en 
un ángulo de 45°. En la punta se dispone un cordón que a ¡
continuación se lava o para una aguja de gancho la punta se } 
enfría ligeramente y a continuación se dobla a un ángulo de ¡ 
aproximadamente 120° como para formar una aguja de gancho con 
un ángulo incluido de aproximadamente 60° ¡.

Las mi cr opipe tas se M e e n  como las agujas comenzando 
con capilares de vidrio de 1 mm. Entre las operaciones de 
estirado se forma un gancho en la pipeta, y finalmente se es 
tira tambián la pipeta hasta una porción muy fina con una car 
ga de 250 mg en un ángulo de 45°. El orificio se dispone en 
la superficie para formar un orificio de cordón biselado. Pus 
den utilizarse microposicionadores comerciales (Leltz) para 
mantener las herramientas en las operaciones que se realizan 
dentro de las cálulas con las herramientas así preparadas so¿ 
tenidas por los microposicionadores.

En la fase bioelular antes de la división, las cálulas 
deben ser observadas íntimamente para comprobar la división a 
la fase de 4 cálulas. En la fase de 4 cálulas, los cuadran­
tes superior e inferior del mismo hemisferio de la fase de 4 
cálulas pueden separarse micro-quirúrgicamente pasando mecá­
nicamente una microaguja de vidrio a travás de la zona pelli- 
ouda (si no se ha retirado previamente con Usina) y a conti­
nuación separando los dos hemisferios con presión baja y eos-
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tenida. Este procedimiento puede utilizarse para producir 
gemelos idéntiooB.

Es posible la clonización de un huevo fertilizado. La 
técnica que se utiliza aquí es la de retirar la zona pellicu 
da en la fase de mórula del desarrollo o en la fase de 8 a  15 
células por tripsinación. Las células se suspenden en el cal¡ 
do y se exponen a la solución de tripsina y a los 15 minutos j' t
se agitan mecánicamente con una microaguja dé vidrio para se-j 
parar las células individuales. Las células se lavan rápida­
mente con medio tamponado con fosfato.

Al mismo tiempo es conveniente disponer de otros hue­
vos de donatario adicionales con la zona pellicuda intacta. 
Con una aguja estéril, bajo el microscopio, se retiran o des: 
truyen los núcleos de cada célula del donatario. Las célu­

las del donador sé aspiran al interior de una aguja fijada a 
una jeringa y la célula se inyecta en la región nuclear de 
las células del donatario, y posteriormente estas, células del 
donatario se transfieren al cultivo o al recipiente para su 
maduración. Normalmente las células se observan a través de 
la primera división después de la inyección y antes de la 
transferencia.

La zona péllicuda puede retirarse con tripsina, disa­
sociándose las células por tripsinación u otra lipsina.

Las células pueden suspenderse en el medio preferido 
o en un medio básico de Eagle, ambos modificados de manera 
que tengan el doble de la cantidad habitual de aminoácidos y 
vitaminas (80 partes /volámen), caldo de fosfato de triptosa 
(10 partes/volómen) y albúmina de suero bovino (10 partes/vo*- 
lúmen) en un disco Petri plano de 112 mi con 20 mi de medio 
bajo parafina o aceite mineral. A continuación se añade al
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medio una solución al 0,5 % de acetato sádico en una solu­
ción al 1 % de tripsina. Las cólulas deben incubarse durante 
15-30 minutos hasta que se retira la zona pellicuda.

La disociación de las oálulas despuós de retirada la !
izona pellicuda puede realizarse con una onza cristalizada de ¡ 

tripsina al 0,1 % (Worthington Bióchemlcal Corp., Freehold, 
New Jersey) en solución PBS (salina tamponada con fosfato con
sales de Eagles) pipetándose suavemente despuós de 15-30 mlnu¡

itos. Se puede utilizar 0,01 mi de PBS con 0,005 de solu- ¡ 
ción de tripsina. Puede ayudarse a la separación por agita­
ción o con cualquier otra ayuda mecánica, como por ejemplo 
introduciendo una aguja fina en la masa celular y agitando.

Despuós de separación con tripsina u otra Usina, se 
llena una jeringa eetóril con aproximadamente 0,1 mi de medio 
retirándose las cólulas y lavándose dos veces con solución 
limpia para eliminar la tripsina. Una o más de las cólulas 
pueden sexuarse oon ayuda de un microscopio electrónico.

Si se desea probar la repetición del tipo de cloniza- 
ción anterior, debe permitirse a las cólulas crecer de nuevo 
hasta la fase de mórula en cultivo, colocándose las cólulas 
en 2-4 mi de medio de cultivo en un disco de Petri de cultivo 
de tejidos de plástico y 32 mm que se sitúa en un disco mayor 
que contiene 1,0 mi de solución PBS y se obtura fuertemente 
en bolsas de plástico hasta que alcance un mayor tamafio.

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

Es posible obtener el desarrollo de las cólulas separa 
das sin la zona pellicuda, pero la zona pellicuda actúa como 
protección natural dentro del recipiente y de esta manera se '
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obtiene más fácilmente la supervivencia hasta la.maduración. 
Como se ha indicado anteriormente, esto se consigue por trans 
ferencia de la cálula del donador a una cálula del donatario. 
Esto se realiza aspirando la cálula e inyectándola en una cá-' 
lula de donatario que tiene su zona pellicuda intacta y el ; 
núcleo destruido. Esto se consigue de diversas maneras que ! 
se describen a continuación.

Bajo un microscopio de disección se mantiene con una 
pipeta un oocitp. Se penetra en la zona pellicuda con una 
aguja de gancho y el núcleo se saoa de la cálula o se destru­
ye con agitación. A continuación se implanta en esta región 
la cálula del donador. El núcleo puede obtenerse^ tambián pro 
vocando la extrusión de los cromosomas de la -cálula si unacá 
lula es capaz de división. Durante la metafage, se tcoloca 
una pequeHa gota de aceite de silicona junto, a ;la cálula, y 
la cálula extruirá los cromosamas en el aceite de donde pueden 
retirarse. No obstante, se prefiere la retirada mecánica del 
prótoplasma nuclear, y puede acudirse al usó de la. división 
de oálulas en interfase o del oocito. Tambián se puede reti­
rar el núcleo con una aguja capilar por aspiración. Si se u- 
tilizañ agujas finas se evita la deformación celular provoca­
da- por las agujas más gruesas. -

Otra táonica para la transferencia de cuerpos celula­
res de un embrión es la de retirar la cálula. de la., zona pellu 
cida por aplicación de lisina o bien quirúrgicamente. A con­
tinuación las cálulas retiradas se transplantan a una nueva 
zona pellicuda y se deja desarrollar en la misma.- El núcleo 
de la cálula original puede destruirse por enucleación, des­
trucción del núcleo, o por excisión, si así se prefiere.

Estas tácnicas o sus combinaciones pueden emplearse
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para retrasar el tiempo del trasplante necesario y conseguir 
más cuerpos clónales.

Las células pueden trasplantarse enteras o bien sólo 
el núcleo y el citoplasma circundante en el nuevo organismo =
celular. Si se utiliza este último sistema, es necesario i¡
enuclear la célula receptora y transferir el núcleo y cito- } 
plasma circundante al citoplasma de la cálula huásped. j

Si bien la cálula anteriormente descrita es simple y 
cómoda, también se pueden emplear otras técnicas alternati­
vas. La zona pellicuda de la célula del donador puede perma­
necer intacta, retirándose las células del bastémetro o móru­
la y transferirse de la forma anteriormente mencionada a una 
célula del donatario. Las células pueden extraerse oomo cé3j¿ 
las completas y se obtienen buenos resultados. No obstante, 
también es posible extraer el mismo núcleo y transferirlo a 
la célula del donatario. La temporización de esta última téc 
nica es más crítica, ya que tanto el núcleo como la célula de 
nataria muestra una tendencia a desintegrarse, y la transfe­
rencia debe realizarse efectuándose ámbas operaciones en para 
lelo en un tiempo muy breve.

Estas técnicas producen "gemelos" idénticos, que no 
son del mismo material genético que el padre o la madre, con 
teniendo genes de ámbos, ya que las características genéti­
cas se determinan por fertilización antes de separación de 
las células embrlónicas.

Puede ser especialmente 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 fertilización por espermatozoos. Se han fértil^
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zado huevos de pava con virus, produciendo pavos machos.

Según las dos técnicas que se describen a continuación 
se puede utilizar también el contenido cromosónico de sólo la 
hembra.

Se emplean dos oocitos. Cada oocito es un oocito secug 
dario que tiene alienado un solo cuerpo polar y ha llegado a 
la metafase mltótica de la segunda división, como ocurre en 
el momento de la ovulación.

Tanto el cuerpo polar como el pronúcleo son haploldes. 
Los dos oocitos se colocan en una cámara cerrada de disección 
en la platina calentada de un microscopio de disección de con 
traste de fase. Se controla cuidadosamente la presión dentro 
de la cámara. El medio de soporte debe fortalecerse con glu­
cosa y en la proporción en peso que se describe en el ejemplo 
I. El medio de soporte puede ser el mismo utilizado para trijo 
sinización, aHadiéndose una cantidad igual de hyaluronidasa y 
tripsina. Se hace una punción en la célula del donatario y 
se observa la formación de gránulos cortical en la membrana 
vitelina. A los $-10 minutos, el pronúdeó del segundo ooc^ 
to tripslnizado ha alcanzado su desarrollo necesario y se re­
tira e inyecta en el primer oocito del.donatario. A continua 
ción se añaden al medio del soporte cantidades iguales de An- 
drogamome III, un ácido graso, un sulfato dodecll-sódlco y 
veneno de abejas. Con un porcentaje igual en peso de tripsi­
na', hyaluronidase y la Androgamone III, sulfato dodeoil-sódl- 
qo y veneno de abeja, se obtiene en cierta medida una seudo 
fertilización de la célula del donatario.

Como sustituto, puede prepararse una suspensión lava­
da y densa de espermatozoides en la solución de tripsina, cen 
trifugándose a elevada velocidad. El sobrenadante contendrá



5

10

15

20

25

30

4 1  -
un extracto que se coloca en lugar de la misma cantidad en pe 
so de loe ácidos grasos y detergentes y en el mismo momento 
del proceso.

El cuerpo polar puede ser sustituido por el pronúcleo 
del segundo oocito en una segunda realización.

Cuando se observa la metafase, el resultado de la unión 
de los dos cuerpos haploides se han fundido para formar el c i ! 
goto diploide y el sexo del embrión se determina por los oro-¡ 
mosomas obtenidos únicamente del animal madre.

Cuando se ha observado que la cólula tiene la reacción 
violeta característica de la fertilización, se retira el oigo 
to diploide, se lava y se transfiere al medio de cultivo.

A continuación se obeerva la cólula para determinar si 
ocurre una división normal y posteriormente puede ser maneja­
da como si la cólula fuese el resultado de una fertilización 
normal.

Los espermatozoides estóriles vivos son capaces de ini 
ciar la seudo-fertilización. Estos espermatozoides se Obtie­
nen sometiendo los espermatozoides normales a luz ultraviole­
ta. La cantidad de exposición es variable, y depende de laa 
espóoies, la proximidad de la fuente luminosa y el tiempo de 
exposición. Una exposición excesiva matará los espermatozoi­
des. El tiempo preferido de exposición varía ampliamente, ya 
que de 30 segundos a 3 minutos han producido resultados satia- 
factórios.

Estos espermatozoides estóriles irradiados con luz ul­
travioleta (o esterilizados de cualquier otra forma como por ! 
ejemplo por exposición a irradiación como se hace con los pro j 

gramas del control de las moscas) pueden iniciar el desarrollo) 
de la telofase.
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La expulsión del cuerpo polar., daría como resultado nqg 
malmente un cuerpo haploide, que mientras progresan las divi­
siones, no madurará.

Además de los procedimientos anteriormente citados : 
para proporcionar un cuerpo haploide adicional, pueden utili-j 
zarse otros enfoques alternativos para producir el diploide

i

deseado. ¡
Si bien la temperatura normal de desarrollo del ooci-j

to en el ganado vacuno es de 100 a 102,5°F, los oooitos 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
, oaun menores en la gama de 30 a 34 C y preferentemente de 31 

a ;33°C.
A estas temperaturas puede obtenerse la seudo fertili 

zación por el proceso anteriormente mencionado. Esto debe 
realizarse bajo microscopio de manera que pueda observarse el 
desarrollo de los huevos "fertilizados". Cuándo se observa 
que el segundo cuerpo polar se dirige hacia la expulsión a 
travÓs de la membrana vitelina, pero antes de que ocurra di­
cha expulsión, debe someterse al huevo a choque tórmico de 
aproximadamente 10^C colocando el porta-objeto de cultivo en 
un baKo maría a temperatura superior. Esto eleva la tempera 
tura por encima de la temperatura normal pero por debajo de 
la temperatura a la que moriría la cólula.

Si bien el rendimiento es bastante bajo, se ha observa 
do que ciertamente se obtienen cuerpos diploides normales. Es 
tos se dividen en el curso normal y pueden trasplantarse para 
desarrollo ulterior. Las cálulas pueden cultivarse y obtener
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se ouerpos clónales adicionales por separación celular del 
embrión, oamo se ha expuesto anteriormente.

El rendimiento puedo mejorarse Implantando el núcleo j 
obtenido de otro huevo del mismo animal, como se ha dioho an 
tes. Puede utilizarse el choque tórmioo en unión con este 
tratamiento. Esta tócnica puede combinarse con el uso de es­
perma estórll para produoir cuerpos celulares clónales.

Otro ejemplo de esperma preseleccionado que puede uti¡
ilizarse en la fertilización de un oocito emplea la mencionada j

tócnica de separación, preferentemente a travós de una resina!
!de intercambio de cationes, y con un medio que contiene un 

20-40 % de albúmina, preferentemente albúmina bovina (Grand 
Island Biological Company). Aquí deben utilizarse las mencio 
nadas resinas de intercambio de cationes. El esperma resul­
tante comprenderá un mayor porcentaje de esperma productor de 
organismos femeninos.

En la práctica, cuando se intenta obtener cuerpos cló­
nales del genotipo del donador, el uso de esperma presexuado 
pero estórll puede asegurar un mayor rendimiento de cuerpos 
transplantables ya que los mismos espermatozoides no estóri- 
les pueden ser eficaces para provooar una autóntica fertiliza 
olón, y el resultado, aunque no sea un genotipo del donador, 
se podrá utilizar como cuerpo de trasplante.

- N O T A  -
Descrita suficientemente la naturaleza del Invento, 

asi como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son 
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren 
su principio fundamental. Tambión se hace constar que el in­
vento, corresponde a una Solicitud de Patente, presentada e n !
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Norteamérica, con fecha 23 de noviembre de 1.973! bajo el 
número 418.604, acogiéndose por lo tanto a los beneficios 
que conceden los Convenios Internacionales en vigor, siendo 
lo que constituye la esencia del referido invento y por lo j 
que se solicita Patente de Invención por 20 años en.España, ' 
sobre: PROCEDIMIENTO PARA EL TRASPLANTE DE EMBRIONES PARA ! 
AUMENTAR EL NUMERO DE LA DESCENDENCIA DE DONADORES MAMIFEROS ¡ 
FEMENINOS, UNGULADOS, OMNIVOROS Y HERBIVOROS; caracterizando 
se por lo siguiente:

16.- Procedimiento para el trasplante de embriones 
para aumentar el número de la descendencia de donadores mamí 
feros femeninos ungulados, omnívoros y herbívoros, caracteri, 
zado porque comprende las etapas de: a) inducir una superovu 
lación en un donador deseado administrando gonadotrofina; b) 
recuperar los huevos del donador; c) colooar los huevos recu 
parados en medio de cultivo de tejidos y almacenar los huevos 
recuperados durante un cierto periodo de tiempo; d) preparar 
los receptores de posibles trasplantes y determinar el tiem­
po de ovulación de los receptores; e) seleccionar uno o más 
de los cuerpos celulares o huevo individual de dichos huevos 
almacenados en el oitado medio de cultivo; y f) trasplantar 
un huevo individual seleccionado o cuerpos celulares obteni­
dos de dicho doñador a un receptor seleccionado en un momen­
to que corresponda con una sincronización del huevó indivi­
dual ó cuerpos celulares trasplantados y el tiempo de ferti­
lización normal del receptor de manera que él trasplante es­
tá sincronizado en la fase del blastocisto en el receptor en 
el momento en que este último implantaría normalmente un blas 
tocisto, si eí receptor hubiese sido fertilizado.

26.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac-

- 4 4  -
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terizado porque I03 huevos se congelan como medio de culti­
vo de tejidos antes del trasplante.

39.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque los huevos recuperados del donador tienen célu­
las separadas del huevo individual y por consiguiente se re- { 
trasa el desarrollo a la fase del blastocisto.

!
4&.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte--

rizado porque el trasplante se hace en la trompa uterina del }
!

receptor. i
53.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­

rizado porque el trasplante se hace en el oviducto del recep­
tor.

6*.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque el trasplante se hace en el oviducto del recep­
tor a travás de la trompa uterina y por medio de una cánula 
insertada a travás de la unión istmios.

73.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque se permite al huevo la diferenciación en una se 
rie de cuerpos celulares no desarrollados más allá de la fase 
del blastocisto, y se recuperan una o más cálulas diferencia­
das para examen microscópico con el que poder determinar el 
sexo.

83.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque se administra al donador de huevos una hormona 
luteinizante de 4 a 6 días despuás de la administración, de go 
nadotrofina.

93.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque se alimenta al donador con una ración de alta 
energía durante el período de desarrollo folicular.

103.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte-



5

10

15

20

2$

30

rizado porque antes del trasplante se insertan unos cuerpos 
celulares del donador dentro de la zona.pellicuda de una cé­
lula embriónica adoptiva.

113.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac-i!
terizado porque antes del trasplante a un receptor, los cuer' 
pos celulares en desarrollo se cultivan a una temperatura de ; 
30 a 38°C. !

123.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac-j 
terizado porque los cuerpos celulares se cultivan en un me- ! 
dio que contiene solución salina, glucosa, amino ácidos, v i - } 
taminas y piruvato sódico. . _

133.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque el medio de soporte de la vida está de acuer 
do con los ejemplos preferidos que aquí se.indican.

143.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque los cuerpos celulares se congelan y se des­
congelan antes del trasplante. . 1*
= 153.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: inducir 
la süperovulación en un donador deseado por administración de 
gonadotrofina para obtener una serie de huevos en ovulación, 
recuperar los huevos del donador, seleccionar un huevo de ios 
huevos recuperados y dividirlo en una serie de cálulas embrió 
nicas separadas, de manera que oada una está dividida en una 
serle de cuerpos celulares embrlónicos separados derivados de^ 
huevo seleccionado entre los huevos que han sido recuperados!, 
y trasplantar uno o más de los cuerpos celulares derivados del 
huevo seleccionado a una hembra adoptiva receptora para su ma 
duración.

Í63.- Procedimiento según la reivindicación 15, carao-

- 4 6  -
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terizado porque loa huevoa del donador so fertilizan con una ¡ 
fracción de espermatozoides en loe que la mayoría producirá ¡ 
zigotós de un sexo deseado.

17*.- Procedimiento según la reivindicación 15# cara.c ; 
terizado porque los cuerpos celulares se sexuan antes del ! 
trasplante a un receptor, recibiendo sólo el receptor trans-: 
plante de igual sexo.

18*.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque los huevos se recuperan despuÓs de sacrifi- i 
ció del donador.

19*.- Procedimiento según la reivindicación 15# cara¿ 
terizado porque los huevos recuperados se fertilizan ln vl- 
tro.

20*.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque el trasplante se realiza sin operación qui­
rúrgica.

21*.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio 
res, caracterizado porque para el trasplante de embrión a ma­
míferos unguladores, herbívoros y omnívoros, comprende las 
etapas de: suprimir el estro por administración de proges- 
terona a un posible receptor durante un cierto período de 
tiempo; suspender la progesterona; administrar posteriormen­
te gonadotrofina para fomentar el desarrollo folicular; admi­
nistrar hormona luteinlzante al posible receptor durante 4 a 
6 días despuós de la administración de gonadotrofina; y tras, 
plantar un embrión a dicho receptor de 12 a 48 horas despuós !
de la administración de dicha hormona luteinizante o de la de! 
tección del estro.

22*.- Procedimiento según la reivindicación 21, carac­
terizado porque incluye además la administración de estradiol
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al receptor al mismo tiempo que se¡retira.lp progesterona, j 
odespués de la retirada. . - . n/. ]

238.- Procedimiento según la reivindicación 22, carao ¡** !
terizado porque el estradiol es benzoato.de ostradiol. ¡!
- J 248.- Procedimiento según .la .reivindicación ,21, carao-} 
terizado porque la progesterona es 0-metil-rl7 aoet.oxi-proges-¡ 
terona. ...  ̂ '

2 5 a . -  Procedimiento según la reivindicación 21, carao-}
*.....* ' ¡

terizado porque la progesterona se administra en una dosis }
oral diaria de 0,4 a 1,0 mg.

268.- Procedimiento según la reivindicación 21, carac­
terizado porque la gonadotrofiiía se administra déspúés de sus 
pender la progesterona y después de que haya ocurrido un es- j 
tro intermedio, y en el día 14-20'posterior.

278.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio 
res, caracterizado porque para la separación,..dp- espermatozoi­
des .para producir una . fracción que-cgnten^. ,espermatozoides 
de un carácter sexual predeterminado comprende las etapas de: 
lavar el esperma y transferir los espermatozoides a una solu­
ción de soporte de flúido diluido; filtrar los espermatozoi­
des a través de un material de intercambio de iones; concen­
trar el producto y transferir el producto deseado ..a. una solu­
ción tamponada.

288.- Procedimiento según la reivindicación 27, carac­
terizado porque el material de intercambio de iones es un ma­
terial de intercambio de cationes. .

298.- Procedimiento según la reivindicación 27, carac­
terizado porque el material de intercambio de cationes es una 
resina del grupo formado por: oopolímeros carboxilioo/divinil 
benceno, los productos de la copolimerización del ácido meta-
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crílico con el divinil-benceno, y los productos del anhídrido;
malóico con esterino y divinil-benceno.' }

}
30*.- Procedimiento segón la reivindicación 27, carao 

terizado porque el material de intercambio de iones es una re! 
sina catiónica y el flóido diluido se filtra a travós de la 
resina, utilizándose la fracción inferior para proporcionar 
la fracción de espermatozoides concentrados.

31*.- Procedimiento segón la reivindicación 27, carac­
terizado porque el material de intercambio de iones es una re 
sina que tiene la estructura

CHg

CHgN(CĤ )2

32*.- Procedimiento segón la reivindicación 27, carac­
terizado porque el material de intercambio de iones es una re 
sina que tiene la estructura

CHj ?H3

- c ------- CHg

COOH

C ------- cHg

COOH

CH

-CH-CHg

33*.- Procedimiento segón la reivindicación 27, carac­
terizado porque la filtración se lleva a cabo bajo vacío de 
una diferencia de presión de 15 a 30 cm.

34*.- Procedimiento segón la reivindicación 27, carac­
terizado porque la filtración se lleva a. cabo bajo presión. !
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353.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio 
res, caracterizado porque para la separación de la fracción 
deseada de espermatozoides comprende las etapas de: lavar y 
diluir los espermatozoides recuperados de un donador; colocar 
la solución diluida conteniendo espermatozoides en una centrí 
fuga a contracorriente y centrifugar durante un periodo supe­
rior a 20 minutos; durante la centrifugación, exponer los es-}!
permatozoides a una segunda fuerza; suspender la centrifuga­
ción y retirar del diluyante la fracción deseada.

363.- Procedimiento según la reivindicación 35* carao-j 
terizado porque la segunda fuerza es una diferencia de pre­
sión en relación con la presión a la que se recuperaron los 
espermatozoides.

373.- Procedimiento según la reivindicación 35* carac­
terizado porque la centrifugación se hace a una velocidad in­
ferior a 1000 r.p.m.

383.- Procedimiento según la reivindicación 35* carac­
terizado porque la centrifugación se hace a velocidad supe­
rior a Í000 r.p.m. e inferior a 1200 r.p.m.

393.- Procedimiento según la reivindicación 36, carac­
terizado porque la diferencia de presión es de 15 a 30 cm.

403.- Procedimiento según la reivindicación 35. carac­
terizado porque dentro de la centrifuga hay un material de in 
tercamblo de iones a través del cual se filtran los espermato 
zoos.

413.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio­
res, caracterizado porque para el trasplante posterior del em­
brión a mamíferos ungulados omnívoros y herbívoros comprende 
las etapas de: transferir un cuerpo celular de la especie 
trasplantada que no se haya desarrollado más alié de la fase
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de mórula de diferenciación en una gota de medio de soporte
vital a una pipeta que contenga aproximadamente una cantidad
igual de medio; enfriar el recipiente en un baño de fluido a
una velocidad inferior a 2°C por minuto; al llegar a loe °C, :
añadir una cantidad igual de solución tampón al recipiente; j

o 'posteriormente enfriar el recipiente a aproximadamente -4 C , .
i

y sembrar el baño del recipiente con un cristal congelado pa­
ra iniciar una refrigeración ulterior; continuar la refrige­
ración del recipiente a la misma velocidad, hasta que se al­
cance una temperatura estable en el fluido del baño.

429.- Procedimiento según la reivindicación 41 % carao-¡ 
terlzado porque la zona pellicuda del cuerpo celular se reti­
ra antes de la trasferenola del recipiente.

43*.- Procedimiento según la reivindicación 41# carac­
terizado porque las cólulas individuales del cuerpo celular 
se separan con solución de lisina.

44*.- Procedimiento según la reivindicación 41# carac­
terizado porque el cuerpo celular es una oosfera que poste-

o
riormente se descongela a 0 C mezclándose con el medio de so­
porte gotas sucesivas de flúido conteniendo esperma, hasta qu€ 
la cantidad de medio de soporte flúido es de aproximadamente 
0,8 a 1 mi, dejándose calentar el medio por exposición del re 
cipiente al aire por un período superior a 3 horas.

45*.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio 
res, caracterizado porque para preparar un cuerpo celular di­
ferenciado de mamífero ungulado para su trasplante comprende 
las etapas de: obtener un primero y un segundo cuerpo celular j 
embriónico cada uno de los cuales no se haya desarrollado más ¡ 
allá de la fase del blastocisto; retirar un cuerpo celular ca j 
paz de diferenciación del primer cuerpo y transferirlo al se-!
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gundo cuerpo dentro de la zona pellícuda dél mismo; destruir '
!posteriormente el cuerpo celular original del segundo cuerpo ¡ 

para permitir una completa diferenciación del cuerpo transfe-! 
rido dentro de la zona pellícuda del citado segundo cuerpo.

466.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio' 
res, caracterizado porque para preparar cuerpos celulares di-: 
ferenciados de mamíferos ungulados comprende las etapas de:

)
obtener un primero y un segundo cuerpo celular embriónico, ca. 
da uno de los cuales no se haya desarrollado más allá de la 
fase del blastoclsto; enuclear el segundo cuerpo celular por ¡ 
destrucción o retirada del núcleo del mismo; Retirar al menos¡ 
una parte del primer cuerpo celular formada por el'núcleo y ¡ 
ál menos una porción del citoplasma que rodea dicho núcleo y 
transferir el núcleo y el citoplasma al cuerpo celular enu- 
cleado para diferenciación en el mismo. —  .

476.- Procedimiento según las reivindicaciones anterijo 
res, caracterizado porque para preparar un cuerpo celular de­
rivado clonalmente de mamífero ungulado para su trasplante, 
comprende las etapas de: obtener un primer ouerpo celular em- 
brlónico que no se haya desarrollado más allá de la fase del 
blatocisto; liberar cólulas individuales del cuerpo celular; 
inyectar una célula individual del primer cuerpo celular a un 
segundo cuerpo celular en espera dentro de la zona pellícuda 
del mismo, y transferir el segundo cuerpo celular a un medio 
de soporte vital para diferenciación de la célula individual 
separada del primer cuerpo oelular.

466.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio­
res, caracterizado porque para el trasplante de embrión en ma­
míferos ungulados omnívoros y herbívoros comprende las etapas 
de: preparar uno o más cuerpos celulares para su trasplante,
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produciendo con ello un genotipo deseado por los pasos de:
(1) obtener un oooito no fertilizado que se haya desarrollado^
hasta alcanzar la metafase mltótion a partir de un donador de; 
oocltoe seleccionado; (2) Inducir la reaooión de fertiliza­
ción dentro del ooclto sin la entrada en el interior del oooi 
to de un genoma derivado del espermatozoo; (3) y provocar el ; 
desarrollo de un núcleo diplolde completo dentro del oooito, j 
cayo niel.. consiste en una ssris d. crom.soMs derivada de ¡ 
las cálulas sexuales femeninas del donador de cromosomas, y 
transferir el oooito a un medio de soporte vital para dife­
renciación y maduración despuús del trasplantee

49*.- Procedimiento según la reivindicación 48, carac­
terizado porque el oooito se mantiene por debajo de la tempe-' 
ratura corporal y despuós de que se ha iniciado la inducción 
de la reacción de fertilización se somete al oocito a un cho­
que tÓrmlco atrapando de ese modo un grupo cromosómlco que 
normalmente sería expulsado como cuerpo polar dentro dél ooci 
to, como fuente de cromosoma para el núcleo diploide.

50*.- Procedimiento eegún la reivindicación 4 8, carac­
terizado porque la reacción de fertilización se inicia con es 
permatozoides esterilizados.

51*.- Procedimiento según la reivindicación 4 8, carac­
terizado porque la reacción de fertilización se inicia con unn 
solución de seudo-fertilización.

52*.- Procedimiento según la reivindicación 51, carac- t
terizado porque el.oocito es inyectado con un cuerpo haploide¡ 
derivado del oocito como fuente de cromosomas para el núcleo ; 
diploide.

53*.- Procedimiento según la reivindicación 52, carao-! 
terizado porque el cuerpo haploide es un derivado del cuerpo
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polar y el zigoto diploide se obtiene del cuerpo polar y del: 
pronúcleo del oocito. . !

543.- Procedimiento según la reivindicación 52, carao, j 
terizado porque es inyectado al oocito material nuclear de-¡ 
rlvado de otro oocito no fertilizado. j

553.- Procedimiento según las reivindicaciones 1, 15, ! 
27, 35, caracterizado porque son seleccionados los esperma- t 
tozoos hadándolos pasar a travás de una solución que contie 
ne albúmina. <

563.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque para producir nacimientos múlti 
pies en mamíferos herbívoros sin superar la capacidad uteri­
na de los mismos, comprende las etapas de: administrar una
ración de elevada energía durante el período de desarrollo 
folicular, administrando durante el periodo gonadotrofina pi 
tuitaria.

573.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque para el trasplante de embrión 
para aumentar el número de la descendencia de donadores ma­
míferos ungulados hembras, omnívoros y herbívoros comprende 
las etapas de: guardar los huevos recuperados de.un donador 
en medio de cultivo de tejidos como cálulas de huevos indi­
viduales o cuerpos celulares durante un período de tiempo; 
preparar uno o más receptores de un posible trasplante y de-i 
terminar el tiempo de ovulación de un receptor seleccionado; j 
seleccionar un huevo o cuerpo celular almacenado del medio 
de cultivo de tejido de almacenamiento; y, trasplantar el 
huevo o cuerpo celular seleccionado obtenido del donador al 
receptor seleccionado en un momento que corresponda a una 
sincronización del huevo o cuerpo celular individual trasplan
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tado y el tiempo de fertilización normal del receptor, de mf. 
n.ra .u. .1 .. sincroni,. .n 1. d.
to del receptor con el momento en el que.el receptor implan- j 
taría normalmente un blastocisto propio si hubiese sido fer­
tilizado. }

58*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao 
terizado porque loe huevos son congelados en un medio, de cul 
tivo de tejidos anteB del trasplante. ¡

59*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque los huevos recuperados del donador tienen có- 
lulas separadas del huevo individual recuperado como cuerpos 
celulares embriónicos y el desarrollo de cada uno de los cuer 
pos celulares asi separados se retrasa hasta la fase de blas- 
tocisto, y posteriormente se trasplanta uno o más de los cuer 
pos celulares separados a un receptor seleccionado.

60*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque el trasplante al receptor ocurre despuÓs de 
que los huevos recuperados hayan sido almacenados durante un 
periodo de tiempo superior a una serie de dias.

61*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque el trasplante al receptor se retrasa durante 
un periodo de tiempo superior al tiempo durante el cual el 
donador hubiese transportado normalmente sus huevos a travós 
de su oviducto hasta la trompa uterina.

62*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque el trasplante se efectúa en la trompa uterina 
del receptor. j

63*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac-j 
terizado porque el trasplante se efectúa en el oviducto del ' 
receptor. !
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643.- Procedimiento según la reivindicación 63, carac­
terizado porque el trasplante se realiza en el oviduoto del 
receptor a travás de la trompa uterina y por medio de una cá­
nula insertada a travás de la unión ístmica.

65*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao-} 
terizado porque se permite al huevo su división en una serle ' 
de cuerpos celulares desarrollados no más allá de la fase de ' 
blastocisto, y una o más cálulas diferenciadas de un cuerpo. ¡ 
celular que se quiere trasplantar o de un cuerpo celular obte-j 
nido de uno que debe trasplantarse, se examinan con un micros-4 
copio para determinar el sexo del trasplante. -

66*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao 
terizado porque los huevos se recuperan-de un^donador que ha 
recibido hormona luteinizante de 4 a 6-días despUás de la ad­
ministración de gonadotrofina para provocar la superóvulación.

673.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac 
terizado porque los huevos se recuperan de un donador que ha 
sido alimentado con una ración de elevada energía durante el 
periodo de desarrollo folicular.

683.- Procedimiento según la reivindicación 57, cara.c 
terizado porque antes del trasplante se separan uno o más cusí 
pos celulares de un solo huevo recuperado del donador y se in­
sertan dentro de la zona pellicuda de Una zona embriónica re­
ceptora.

693.- Procedimiento según la reivindicación 68, carac­
terizado porque los cuerpos celulares separados se separan de 
otras oálulas del mismo huevo por exposición a una solución 
de lisina.. ¡

703.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque el periodo de tiempo para almacenamiento del
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huevo recuperado es superior a 2 días. ;

713.- procedimiento según la reivindicación 57, carao j 
terizado porque la temperatura de almacenamiento del medio de 
cultivo de tejidos es de 30 a 38°C. j

723.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao-} 
terizado porque el huevo individual o los cuerpos celulares 
se almacenan y cultivan en un medio que contienen solución } 
salina, glucosa, aminoácidos, vitaminas y plruvato sódico. ¡

73*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao 
terizado porque el medio de cultivo de tejidos de soporte vi 
tal está de acuerdo con los ejemplos preferidos de la presen 
te patente.

74*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao 
terizado porque los huevos recuperados son obtenidos inducían 
do una superovulación en un donador deseado por administra­
ción de gonadotrofina al donador, y posteriormente, despuás 
de la ovulación, se recuperan del mismo los huevos.

75*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carajo 
terizado porque los huevos del donador son fertilizados con 
una fracción de espermatozoides cuyo mayor número producirán 
zigotos de un sexo deseado.

763.- Procedimiento según la reivindicación 57, carajo 
terizado porque los cuerpos celulares trasplantados o el hue­
vo se sexuan antes del trasplante a un recipiente, recibiendo 
el recipiente sólo un huevo individual o cuerpos celulares in 
dividuales de un sexo seleccionado y del mismo sexo.

77*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque los huevos se recuperan despuás de sacrificio) 
del donador.

78*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carne-
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terizado porque los huevos recuperados se fertilizan in vi- ¡ 
tro.

793.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac­
terizado porque el trasplante se lleva a cabo sin interven- !!
ción quirúrgica, y j

803.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao i
terizado porque el huevo o cuerpos celulares individuales !

¡

son de un genotipo clonal, teniendo cada cálula embriónica i 
todos sus cromosomas derivados del mismo individuo.

813.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac 
terizado porque el huevo o cuerpo celular trasplantado tiene 
todos los cromosomas derivados del donador induciendo el de­
sarrollo de ún oocito recuperado del donador, de manera que 
el oocito se forma a partir de un núcleo diploide obtenido 
de dos genamas del donador. .

82*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac 
terizado porque es administrado al donador de los huevos 
recuperados una ración de elevada energía durante el periodo 
de desarrollo folicular y al mismo tiempo se ha administrado 
gonadotrofina pituitaria, recuperándose posteriormente los 
huevos.

833.- Procedimiento según la reivindicación 57, carac 
terizado porque se preparan uno o más receptores para un fu­
turo trasplánte mediante lá supresión del estro en los receja 
toros por administración de progesterona durante un cierto 
periodo de tiempo, retirada de la.progesterona, administra­
ción posterior de gonadotrofina para fomentar el desarrollo 
folicular en los receptores, administración de hormona lutei 
nlzante a los futuros receptores de 4 a 6 días despuás de la 
administración de gonadotrofina, y por último realización del
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trasplante en los receptores de 12 a 48 horas despuós de la 
administración de la hormona luteinlzante o de la detección i 
del estro correspondiente al tiempo de fertilización normal j 
del receptor.

849.- Procedimiento segdn la reivindicación 57, carao! 
terizado porque la preparación de los receptores incluye la ; 
supresión del estro en los receptores y a continuación la
suspensión de la supresión del estro mientras que al mismo j

ttiempo o posteriormente se administra estradiol al receptor.{
85*.- Procedimiento segdn la reivindicación 57, carne!

!terizado porque es administrado benzoato de estradiol a los [ 
receptores antes de llevar a cabo la fase del trasplante. j 

869.- Procedimiento segdn la reivindicación 57, carao 
terizado porque es administrado C-metil-17-acetoxi-progeste- 
rona a una serie de posibles receptores para suprimir el es­
tro y permitir la sincronización de los receptores y su pe­
riodo de ovulación con el tiempo del trasplante deseado.

879.- Procedimiento segdn la reivindicación 57, carao, 
terizado porque durante el periodo de preparación de los fu­
turos receptores, se suprime el estro durante un periodo de 
tiempo por administración de progesterona durante el periodo 
de supresión a la dosis oral de 0,4 a 1,0 mg al día.

889.- Procedimiento segdn la reivindicación 57, cara¿
tterizado porque la preparación de los posibles receptores in¡

cluye la supresión del estro durante un periodo de tiempo ¡)
permitióndose despuós que se presente el estro, y despuós 
del dltimo periodo del estro se administra gonadotrofina al j 
posible receptor entre los días 14 al 20. ;

899.- Procedimiento segdn la reivindicación 75, curar! 
terizado porque la fracción de espermatozoos se produce por
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un proceso que incluye las etapas de: lavar el esperma recupe­
rado de un donador macho y transferir los espermatozoides a . 
una solución de soporte de flúido diluido; filtrar los esper- t 
matozoides a travós de un material de intercambio de iones; y ; 
concentrar el producto y transferir el producto concentrado i 
a una solución tamponada.

908.- Procedimiento según la reivindicación 75, carao-i¡
terizado porque la fracción de espermatozoides se obtiene j

filtrando los espermatozoos a travós de una resina de intercam
*1

bio de cationes. ¡
918.- Procedimiento según la reivindicación 75, carac­

terizado porque los espermatozoos se centrifugan a travós de 
una resina de intercambio de iones y se fraooionan por sepa­
ración, utilizándose la fracción inferior que ha sido separa­
da en la fase de centrifugación.

928.- Procedimiento según la reivindicación 75, carac­
terizado porque la fracción de espermatozoides és obtenido fil 
trando los espermatozoides a travós de un material de intercam 
bio de iones del tipo catiónico, siendo la resina del grupo 
formado por: copolímeros carboxilicos/divinil-benceno; produc 
tos de la copolimerización del ácido metacrilico con el divi- 
nil-benceno; y, productos del anhídrido malóico con estireno 
y divinil-benceno.

938.- Procedimiento según la reivindicación 75, carac­
terizado porque la fracción de espermatozoides se obtiene fil 
trando los espermatozoides a travós de una resina de intercam-)
bio de iones que tiene la estructura:
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- OH CHr

CHgNfCHjg

CH, CH

CHgN(CH^)g CHgNÍCH^p

94*.- Procedimiento segdn la reivindicación 75, carao-; 
terizado porque la fracción de espermatozoides se obtiene filj
trando los espermatozoides a travós de una resina de inter- { 
cambio de iones que tiene la estructura: !

ĵ 3 ^3

C ------------- CH g--------- C -----------  CHg

COOH COOH
-CH-CHg

OH

95*.-. Procedimiento segdn la reivindicación 75, carac­
terizado porque la fracción se espermatozoides se obtiene por 
un proceso que incluye someter los espermatozoides a un vacío 
de 15 a 30 cm de diferencia de presión en relación con la pre 
sión a la que se recuperaron los espermatozoides de un dona­
dor macho.

96*.- Procedimiento segdn la reivindicación 75, cara¿ 
terizado porque la fracción de espermatozoides es obtenida 
por un proceso que incluye someter los espermatozoides a una 
presión superior a aquella a la que se recuperaron los oaper 
matozoides de un donador macho.

97*.- Procedimiento segdn la reivindicación 75, carac­
terizado porque la fracción de espermatozoides es obtenidda 
por un proceso que incluye, lavar y diluir los espermatozoi-
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des recuperados de un donador macho;., colocar la solución di­
luida que contiene espermatozoides en úna centrifuga a contri 
corriente y centrifugar durante un periódo superior a 20 mi­
nutos; suspender la centrifugación y retirar la fracción de-i

f
seada del diluente.

983.- Procedimiento según la reivindicación 96, carao' 
terizado porque durante la centrifugación, es aplicado a los ! 
espermatozoos una diferencia de presión en relación con la 
presión a la que se recuperaron los espermatozoides de un do­
nador macho.

993.- Procedimiento según la reivindicación 97, carac­
terizado porque la diferencia de presión es un vacío de 15 a 
30 cm.

1003.- Procedimiento según la reivindicación 96, ca­
racterizado porque dentro de la centrifuga hay una resina de 
intercambio de iones a travás de la cual se filtran los es­
permatozoides durante la centrifugación.

1013.- Procedimiento según la reivindicación 75* ca­
racterizado porque la fracción de espermatozoides es obteni­
da por un proceso que incluye someter los espermatozoides a 
centrifugación a una velocidad inferior a 1000 r.p.m.

1023.- Procedimiento según la reivindicación 75* ca­
racterizado porque la fracción de espermatozoides es obteni­
da por un proceso que incluye someter los espermatozoides a 
centrifugación a uha velocidad superior a 1000 r.p.m. e infe 
rior a 1200 r.p.m.

1033.- Procedimiento según la reivindicación 57, ca­
racterizado porque cada huevo o cuerpo celular individual que 
se pretende trasplantar se almacenan durante un periodo de 
tiempo por un prooeso que incluye, transferir un huevo o ouer
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po celular individual que se pretende trasplantar se almace­
nan durante un periodo de tiempo por un proceso que incluye, 
transferir un huevo o cuerpo celular individual de 3 os huevos
recuperados que no se hayan desarrollado más allá de la fase '

í !
de mórula de diferenciación en una pequeiía cantidad de flúldoj
a un medio de soporte vital y un recipiente para el mismo; en! 
friar el recipiente en un baño de flúido a una velocidad infe' 
rior a 2°C por minuto; a aproximadamente 0°C añadir una can­
tidad igual de solución tampón al recipiente; continuar acto 
seguido el enfriamiento del recipiente a igual velocidad de 
enfriamiento hasta que se alcance mía temperatura estable de 
almacenamiento congelado para el huevo o cuerpo celular.

104*.- Procedimiento según la reivindicación 102, ca­
racterizado porque a aproximadamente menos 4**C es sometido al 
recipiente a posterior enfriamiento despuús de sembrar el ba­
ño de flúido con un cristal congelado para iniciar un ulte­
rior enfriamiento.

105*.- Procedimiento según la reivindicación 102, ca 
racterizado porque la zona pellicuda del cuerpo celular se re 
tira antes de transferencia al recipiente.

106*.- Procedimiento según la reivindicación 58, carao 
terizado porque los huevos congelados incluyen una oosfera 
que posteriormente se descongela a aproximadamente 0°C y se 
mezclan gotas sucesivas de flúido conteniendo esperma con el 
medio de cultivo hasta que la cantidad de medio flúido es de 
aproximadamente 0,8 a 1 mi, dejándose calentar el medio por 
exposición de su recipiente al aire a la temperatura ambien­
te normal durante un periodo superior a 3 horas.

107*.- Procedimiento según la reivindicación 57, carao, 
terizado porque una serie de cuerpos celulares embrlónioos en̂

-  6 3 -
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desarrollo o huevo se trasplantan a un solo redeptor, deter­
minándose el número que se trasplante por la capacidad uteri­
na del receptor, de manera que no se exceda la capacidad.

1086.- Procedimiento según las reivindicaciones ante- [ 
riores, caracterizado porque para aumentar el número de la !
descendencia de donadores mamíferos unguladores hembras, om- ¡ 
nivoros y herbívoros, comprende las etapas de: seleccionar un 
solo huevo que ha sido recuperado de un donador para su tras-¡i
plante; separar una o más cálulas de otras cálulas del huevo } 
simple para obtener una serle de cuerpos celulares embrióni- 
cos similares pero separados, que se separan y liberan de 
otras cálulas del huevo simple; seleccionar cuerpos celulares 
separados individuales que han' sido separados y son capaces 
de dlferenciacián individual para su trasplante; y trasplan­
tar uno o más de los cuerpos celulares individuales separados 
y seleccionados que son capaces de ulterior dlferenciacián y 
derivados del huevo simple a una hembra receptora para su ma- 
duracián en la misma.

1096.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque el huevo seleccionado es fertilizado con 
una fracoión de espermatozoides cuyo mayor número producirá 
zigotos de un sexo deseado.

1106.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque los cuerpos celulares se sexuan antes del 
trasplante a un receptor.

1116.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque las cálulas embriónicas individuales son 
separadas y se liberan de otras cálulas del huevo simple con 
la ayuda de una solución de lisina.

1126.- Procedimiento según la reivindicación 107, carao

i
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terizado porque el huevo simple es preparado asexualmente de 
una oosfera recuperada del donador y sus cromosomas son deri­
vados del donador padre antes de que se separen entre ai las
cálulas embrlónicas. i

¡
113*.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca-; 

racterizado porque los cuerpos celulares separados trasplan- j 
tados se insertan dentro de la zona pellicuda de un huevo 
que está a la espera y al que se ha destruido su material nu j 
clear antes de que se trasplanten a un receptor uno o más de 
los cuerpos celulares individuales.

114*.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque los cuerpos celulares separados son prote 
gidoa del trasplante inyectando el material nuclear de la cá- 
lula separada en una cálula huásped que ha sido enucleada.

115*.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque el donador ha sido superovulado y una se­
rie de huevos recuperados del donador y uno o más de los hue 
vos recuperados son procesados.

116*.- Procedimiento según la reivindicación 107, ca­
racterizado porque al receptor se le ha administrado gonado- 
trofina antes del estro durante el cual se lleva a cabo el 
trasplante de las oálulas embriúhicas del donador.

117*.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: recu­
perar un huevo del donador; separar una o más cálulas del 
huevo despuás de que ha sido dividido el mismo, pero no dife 
ranciado más allá de la fase de mórula del desarrollo con 
ayuda de una solución de lisina, dentro de la cual se coloca 
el huevo, separándose las cálulas individuales de otras cálu 
las del huevoy con lo que se liberan los cuerpos celulares om30
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briónicos individuales que son capaces de diferenciación se­
parada; inyectar cálulas individuales que han sido asi sepa­
radas en un cuerpo celular correspondiente y que se encuen­
tra a la espera de manera que el cuerpo celular que se encuenj 
tra a la espera proteja la cálula individual inyectada contra' 
la destrucción y permita que esta cálula individual se desarro 
lie y diferencie como cálula embriónica separada retrasada en'
su desarrollo en comparación con la fase de desarrollo que el¡¡
huevo original habría alcanzado si no se hubiesen separado } 
del mismo las cálulas individuales; y por último transplantar 
una o más cálulas individuales asi separadas, obtenidas del 
Único huevo obtenido del donador, a un receptor, en un momen­
to tal que el receptor se encuentre sincronizado para recibir 
las cálulas trasplantadas de acuerdo con su fase de diferen­
ciación.

1188.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque para aumentar el nú&tero-de la 
descendencia de donadores mamíferos, unguladores hembras, om 
nivoros y herbívoros comprende las etapas de: seleccionar un 
donador deseado; administrar gonadotrofina al donador para 
provocar la superovulaclón del mismo; detectar el estro en el 
donador, e inseminarlo; recuperar una serle de huevos ferti­
lizados del donador y almacenarlos en medio de cultivo de te 
jido a una temperatura entre 30 y 38°C; seleccionar una se­
rie de posibles receptores que se calcula que ovularán a apro 
ximadamente el mismo tiempo, inyectar a los posibles recepto­
res una hormona lutelnlzante a aproximadamente el mismo tiem­
po; seleccionar un huevo almacenado que ha sido sometido a 
varias divisiones y separar varias de las cálulas del huevo 
seleccionado y liberarlas entre sí de manera que se proporcio
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ne una serie de cálulas embriónlcas capaces de división ulto-;¡
rior, segregando las cálulas separadas en grupos originados t 
del huevo seleccionado; en un plazo de 12 a 48 horas despuás 
de la administración de la hormona luteinizante, trasplantar ; 
una o más de las cálulas segregadas y separadas obtenidas del} 

huevo almacenado seleccionado a un receptor seleccionado, en ¡ 
un momento que corresponde a una sincronización del período ! 
de 12 a 48 horas despuás de administración de la hormona y a j 
un periodo de 12 a 48 horas de desarrollo de cada cálula indi; 
vidual separada que se trasplantará despuás de la separación } 
y de manera que el trasplante está sincronizado en la fase dej 
blastocisto del receptor en el momento en el que el receptor { 
hubiera implantado normalmente un blastocisto propio; y repe­
tir el trasplante para otras cálulas de la misma manera.

119$.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: provo­
car superovulación en un donador deseado; detectar el estro 
en el donador; inseminar al donador; recuperar los huevos fer 
tilizados del donador inundando el oviducto o el útero del 
donador que contiene los huevos y recuperando los huevos así 
inundados del donador y colocando los huevos recuperados en 
un medio de soporte vital; despuás de recuperación de los hue 
vos del donador, retrasar el desarrollo a travás de diferen­
ciación de los huevos por un proceso de retraso; incluyendo 
el proceso de retraso una fase de congelación de 1 o más hue­
vos embriónicos recuperados con una pequeña cantidad de medio 
de soporte vital disponible en un recipiente, enfriar el reci 
píente en un baño de flúido a una velocidad inferior a 
por minuto y añadir al recipiente, a aproximadamente 0°C, una 
cantidad igual de solución tampón, continuando acto seguido la
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refrigeración del recipiente a una temperatura inferior a ¡
i

0°C, que es una temperatura estable de almacenamiento; detecj
tar el estro en un posible receptor; seleccionar un huevo al]<
maoenado de los huevos congelados almacenados y descongelar i
el huevo almacenado que ha sido seleccionado, y trasplantar ]!
dicho huevo seleccionado al posible receptor en un momento ¡ 
correspondiente a una sincronización del huevo seleccionado ! 
y el tiempo de fertilización del receptor, de forma que el ] 
trasplante se sincronice en la fase de blastocisto en el re - } 
cipiente en el momento en que este último implantaría normal! 
mente un blastocisto propio. !

120^.- Procedimiento según las reivindicaciones ante-] 
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: provo­
car superovulación en un donador deseado; detectar el estro 
en el donador; inseminar dicho donador; recuperar los huevos 
fertilizados del donador inundando el oviducto o el útero del 
donador que contiene dichos huevos y recuperando los huevos 
así inundados del donador y colocando los huevos recuperados 
en un medio de soporte vital; despuós de recuperación de los 
huevos del donador, retrasar el desarrollo a través de dife­
renciación de los huevos por un proceso de retraso; incluyen­
do dicho proceso de retraso una fase de selección de un hue­
vo de dichos huevos recuperados y separar una o más células 
de dicho huevo después de que el mismo ha sido dividido* pero 
no diferenciado más allá de la fase de mórula del desarrollo
con ayuda de una solución de lisina en la cual se coloca el !!
huevo, y las células individuales se separan de otras células 
del huevo seleccionado, liberando con ello cuerpos celulares 
embriónicos individuales que son capaces de diferenciación 
separada; y almacenar dichos cuerpos celulares en medio de
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cultivo de tejidos durante un periodo de tiempo; detector
¡el estro en un posible receptor; seleccionar un cuerpo celu-¡ 

lar almacenado del medio de cultivo, y trasplantar el cuerpo ] 
celular seleccionado al receptor posible en un momento co- ! 
rrespondiente a una sincronización del cuerpo celular selec- j 
cionado en su fase de desarrollo y el tiempo de fertilización 
del receptor, de manera que el trasplante estó sincronizado
en la fase del blastocisto del receptor en el momento en el }

<
que el receptor normalmente implantaría un blastocisco pro­
pio.

121H.- Procedimiento según las reivindicaciones ante-
t

riores, caracterizado porque comprende las etapas de: provo- ! 
car superovulaoión en un donador deseado; detectar el estro 
en el donador; inseminar al donador; recuperar los huevos 
fertilizados del donador inundando el oviducto o el útero del 
donador que contiene los huevos y recuperando los huevos así 
inundados del donador y colocando los huevos recuperados en 

.un medio de soporte vital; determinar el sexo de cada uno de 
los huevos recuperados por examen microscópico de una o más 
cólulas de cada huevo; a continuación retardar el desarrollo 
de los huevos recuperados por un proceso de retraso y almace­
nar los huevos recuperados y retardados en un medio de sopor­
te vital durante un cierto período de tiempo; detectar el es­
tro en un posible receptor; seleccionar un huevo almacenado o 
una serie de huevos almacenados de los huevos almacenados men­
cionados, siendo todos los huevos seleccionados del mismo se­
xo; y trasplantar los huevos seleccionados a la serie de hue­
vos seleccionados de igual sexo al citado posible receptor, ¡
en un tiempo que corresponda a una sincronización del huevo j 
seleccionado y el tiempo de fertilización del receptor de ma-
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ñera que el trasplanto se sincronice.on la fase do blaonocioto
t

del receptor en el momento en el que el receptor implantaría t!
Mrma^ents un blastocisto propio. ¡

1229.- Procedimiento según las reivindicaciones anteri¿
!

res, caracterizado porque comprende las etapas de: inducir la ¡ 
superovulación en un donador deseado; detectar el estro en e l ' 
donador; inseminar dicho donador con espermatozoides proceden 
tes de una fracción de espermatozoides, cuyo mayor número pro-j 
ducirá zigotos de un sexo deseado; recuperar huevos fertiliza-j 
dos de dicho donador inundando con flúido dichos huevos del ! 
oviducto o útero del donador, y retirando los huevos inundados! 
del donador, colocando los huevos recuperados en un medio de 
soporte vital; examinar una o más cólulas de los huevos recu­
perados para determinar el sexo de las cólulas del huevo del 
que se han extraído las cólulas que se examinan, y separar loa 
huevos embriónicos de acuerdo con su sexo; someter dichos hue­
vos recuperados a un proceso de retraso que retrasa el desa­
rrollo normal del huevo y almacenar los huevos recuperados du­
rante un cierto periodo de tiempo; detectar el estro en un po­
sible receptor; seleccionar uno o más huevos almacenados de 
igual sexo del almacenamiento, y trasplantar el huevo selec­
cionado al posible receptor en un momento en el que el tras­
plante se sincronice eh la fase de blastocisto del receptor 
en el momento en el que el receptor implantaría normalmente 
un blastocisto propio.

1233.- Procedimiento según las reivindicaciones anterio! 
res, caracterizado porque comprende las etapas de: inducir su-! 
perovulación en un donador deseado; detectar el estro en el 
donador; inseminar el donador; recuperar huevos fertilizados
del conador por inundación con flúido de los huevos del cviduc
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to o útero del donador, retirando los huevos así inundados 
y colocando los huevos recuperados en un medio de soporte vi 
tal; examinar una o más células de loe huevos recuperados pa. 
ra determinar el sexo de las células del huevo de donde se da 
rivan las células que se examinan, y separar los huevos em- ; 
briénicos de acuerdo con su sexo; someter los huevos recupe- _ 
rados a un proceso de retraso que retarda el desarrollo nor­
mal de los huevos y permite un almacenamiento prolongado de ¡
los huevos recuperados, incluyendo el proceso de retraso una !!
fase de congelacién de uno o més huevos embriénicos recupera 
dos con una pequeña cantidad de medio de soporte vital dispon 
nible en un recipiente, enfriar el recipiente en un baño de 
flúido a una velocidad inferior a 2^C por minuto y añadir a 
dicho recipiente, a aproximadamente 0°C la misma cantidad pe 
queña de solución tampén y continuar acto seguido el enfria­
miento del recipiente a una temperatura inferior a 0°C, que 
es una temperatura estable de almacenamiento; detectar el es 
tro en un posible receptor; seleccionar del almacenamiento 
uno o més huevos recuperados de igual sexo y descongelar los 
huevos seleccionados, y trasplantar el huevo o huevos selec­
cionados al receptor en un momento correspondiente a una sin 
cronizaoién de los huevos seleccionados y el tiempo de ferti 
lizacién del receptor, de manera que el trasplante se sincro 
nlce en la fase de blastoclsto del receptor en el momento en 
el que el receptor implantaría normalmente un blastoclsto pro 
pió.

1243.- Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque para aumentar el número de des­
cendencia de donadores mamíferos ungulados hembras, omnívo­
ros y herbívoros comprende las etapas de: inducir superevuln-'
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ción en un donador deseado; detectar el estro en el donador; ;
i

inseminar al donador; recuperar huevos fertilizados del dona ]
!dor inundando con flúido los huevos en el oviducto o útero j 

del donador y retirando los huevos asi inundados y colocando i 
los en un medio de soporte vital; examinar una o más células i 
de los huevos recuperados para determinar el sexo de las cé-¡ 
lulas del huevo de donde se derivan las células que se exami ! 
nan, y segregar los huevos embriénicos de acuerdo con su se­
xo; someter los huevos recuperados a un proceso de retraso, j 
que retarda el desarrollo normal de los huevos y permite un 
almacenamiento prolongado de los huevos recuperados, inclu­
yendo el retraso la separaoién de uno o más cuerpos celulares 
de un solo huevo después de que el huevo simple sea dividido ¡ 
pero no se ha diferenciado más allá de la fase de mórula del 
desarrollo para separar y liberar entre sí cuerpos celulares 
embriénicos individuales que son del mismo sexo y se derivan 
del mismo individuo y son capaces de diferenciación separada 
pero están retrasados en su fase de división en comparación 
con la fase que habría alcanzado el huevo simple de donde se
obtienen, y congelar los huevos recuperados o cuerpos celula^

ores a una velocidad de enfriamiento inferior a 2 C por minu­
to, con una pequeña cantidad de solución tampón añadida a 
aproximadamente 0°C y a continuación seguir el enfriamiento 
a una temperatura de almacenamiento estable por debajo de la 
congelación a aproximadamente la misma velocidad de enfria­
miento, y posteriormente seleccionar uno o más huevos o cuer 
pos celulares del mismo sexo y descongelarlos, trasplantan- j 
do a continuación los huevos o cuerpos celulares selecciona­
dos a un receptor en un momento tal que el trasplante esté 
sincronizado con la fase do blastocisto del receptor en el
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momento en el que el receptor implantaría normalmente un blas 
tocisto propio durante el desarrollo normal despuás de la fer 
tilización.

125*.- Procedimiento según las reivindicaciones ante- i 
riores, caracterizado porque comprende las etapas de: inducir! 
superovulación en un donador deseado con la administración de¡ 
gonadotrofina? fertilizar los huevos producidos por el dona-! 
dor con una fracción de espermatozoides de un sexo deseado, y¡ 
trasplantar los huevos seleccionados o el huevo individual obj 
tenido del donador a un receptor seleccionado en el momento ¡ 
en el que el recipiente está sincronizado por el desarrollo 
de un huevo o huevos fertilizados trasplantados de manera que 
el trasplante se sincronice en la fase de blastocisto del re­
ceptor en el momento en el que el recipiente implantaría nor­
malmente un huevo propio si hubiese sido fertilizado.

1268.- Procedimiento para el trasplante de embriones 
para aumentar el número de la descendencia de donadores mamí 
feros femeninos, ungulados, omnívoros y herbívoros, tal y co 
mo queda sustanclalmente desdrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 73 hojas, escritas a máquina 
por una sola cara.
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