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Induccion de mellizos mediante la transferencia de
un segundo embrion ipsilateral o contralateral al cuerpo
Iiteo en vacas cubiertas

Twin induction by transfer of a second embryo ipsilateral
or contralateral to the corpus luteum in mated cows

M. E. Silva, M. V;; R. Gatica, M. V., Ph D.; J. E. Correa, M. V, Ph. D.

Instituto de Reproduccion Animal, Facultad de Ciencias \eterinarias, Universidad Austral de Chile,
Casilla 567,
Fax: 56 63 221528, Valdivia, Chile, e-mail:ranimal@uach.cl

SUMMARY

The purpose of this work was to compare the effect of the site of transfer (ipsilateral or contralateral to
the corpus luteum) of a second embryo to already mated cows on pregnancy and twinning rate.

Thirty two frozen-thawed embryos were transferred ipsilateral to the corpus luteum of recipient cows and
twenty eight were transferred contralaterally.

On the ipsilateral group 21 cows became pregnant after first service (65.6%), while 21 out of 28 recipients
were diagnosed as pregnant in the contralateral group (75%). No significant differences were observed
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between both groups.

Twin pregnancy rate at 60 and 90 days after service was 57.1 and 45% of pregnant recipients for the
ipsilateral group and 14.3 and 4.8% for the contralateral group. Significant differences (P< 0.05) were
observed between groups at both times.

Although embryos transferred to the ipsilateral horn have higher probabilities to survive when the native
embryos are reabsorbed in comparison with the ones transferred to the contralateral horn, we did not
observe differences on the pregnancy rate of both groups after first service. The difference we observed
in the number of twin pregnancies between groups was higher than that described in the literature. These
results confirm the fact that the existence of 2 embryos in one uterine horn does not increase the embryo
or foetal mortality rate.

According to our findings we can conclude that the transfer of a second embryo to the ipsilateral uterine
horn of already mated cows is a better twin induction technique than contralateral transfers.

Palabras claves: vacas, transferencia embriones, mellizos.
Key words: twins, embryo transfer, cows.
INTRODUCCION

Los partos dobles en el bovino son una caracteristica que posee una baja heredabilidad (0,03) y
repetibilidad (0,06). Las estimaciones de la frecuencia de nacimientos dobles varian entre un 1y 5%
dependiendo, principalmente de la raza, edad y condiciones ambientales (Morris, 1984). Sin embargo, ha
sido demostrado que es posible obtener una alta incidencia de gestaciones dobles al transferir dos
embriones bilateralmente al Utero de hembras receptoras (Rowson y col., 1971).

Investigadores irlandeses anteriormente habian sugerido que una de las aplicaciones de la transferencia de
embriones deberia ser la introduccion de un segundo embrién al Utero de vacas dias después de la cubierta
(Gordon y col., 1962; Gordon, 1989).

Actualmente la mayoria de las inducciones de mellizos en bovinos, mediante la transferencia de un
segundo embrién al Gtero de hembras previamente cubiertas, tanto en programas comerciales como en
centros de investigacion, se realizan depositando el embrion en el cuerno uterino contralateral al cuerpo
luiteo (CL). Sin embargo, existen evidencias que sugieren que la transferencia embrionaria al cuerno
ipsilateral podria presentar ventajas comparativas al método contralateral, para lograr prefieces dobles en
este tipo de receptoras (Penny y col., 1995).

El principal objetivo al transferir el embrion en el cuerno uterino contralateral al CL es evitar la
coexistencia de dos embriones en un mismo cuerno, ya que ha sido reportado que ovulaciones dobles
unilaterales coinciden con altas tasas de mortalidad embrionaria en comparacion con ovulaciones dobles
bilaterales u ovulaciones Unicas (Rowson y col., 1971; Hanarahan, 1983). Por otra parte, de establecerse
la gestacion doble unicornual, las posibilidades de aborto, de acuerdo a algunos antecedentes, serian
mayores que si ésta fuera bilateral (Reichenbach y col., 1992). Sin embargo, existen otros antecedentes,
que indican que no habria diferencia en el porcentaje de abortos presentados por vacas gestando mellizos
uni o bilateralmente (Sreenan y Diskin, 1986).

La transferencia de un segundo embrion contralateralmente al CL tiene como desventaja que la
sobrevivencia de éste es altamente dependiente de la sobrevida del embridn nativo que se encuentra en el
cuerno ipsilateral al CL (Gordon, 1989; Sinclair y col., 1995), siendo altamente improbable que el
embrion transferido se desarrolle a menos que el embrion nativo haya podido sobrevivir mas alla del dia
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20 post ovulacion (Penny y col., 1995).

Por otro lado, se ha encontrado que aproximadamente un 18% de las receptoras previamente inseminadas
no tendran su embrion nativo viable en el cuerno uterino ipsilateral al dia 7 post estro, debido
principalmente a fallas en la fecundacion y mortalidad embrionaria temprana (Sreenan y Diskin, 1986).
Mas aun, Silvia (1994) sefiala que para el dia 20 post cubierta la mayor parte de la mortalidad embrionaria
ya ha ocurrido y ésta llega a afectar al 30% de los embriones.

De esta manera, es poco probable que la transferencia contralateral de un segundo embrién a una hembra
bovina previamente cubierta aumente la tasa de prefiez alcanzada solamente con la inseminacion artificial
(Penny y col., 1995). En cambio, la técnica de transferencia ipsilateral aumentaria las probabilidades de
sobrevida del embrion transferido, ya que si el embridn nativo no sobrevive, el transferido se encontrara
en una ubicacion muy adecuada con respecto al CL.

El objetivo del presente trabajo fue comparar el efecto del sitio de transferencia (ipsilateral o contralateral
al CL) de un segundo embrién congelado-descongelado en vacas previamente cubiertas sobre la tasa de
prefiez y de gestaciones dobles.

MATERIALY METODOS

El presente trabajo (tanto la recuperacion como la transferencia embrionaria) se realiz6 en 2 predios de la
X region de Chile, durante los meses de agosto y febrero.

Congelacion de embriones. Sesenta embriones en estado de blastocisto, clasificados como buenos o
excelentes, segun el criterio descrito por Eldsen y col. (1978), obtenidos de vacas superovuladas,
inseminadas y enviadas a matadero 7 dias después de su cubierta, fueron congelados dentro de las 4 horas
posteriores a su recuperacion en el laboratorio. La recuperacion de los embriones se realizé lavando cada
cuerno uterino con 250 ml de Solucion fosfato buffer salino a través de un catéter Foley, el cual fue
introducido por una perforacion en la base del cada cuerno. Los embriones fueron cargados en pajuelas

plasticas de 0,25 ml. Estas se llenaron con tres columnas de Etilenglicolll,S M en fosfato buffer salino,
separadas entre si por burbujas de aire, encontrandose el embrion en la columna central. Las pajuelas

fueron selladas al calor y depositadas en la camara de un congelador automatico?, previamente enfriada a
-7°C, donde se mantuvieron por 5 minutos. Luego se procedié a inducir un nlcleo de cristalizacion
(seeding) en la porcion superior de la columna central que contenia al embrién. Las pajuelas se
mantuvieron otros 5 minutos a -7°C para posteriormente ser llevadas a -30°C, a una tasa de enfriamiento
de 0,3°C/min y luego, a 0,1°C/min hasta llegar a los - 33°C. A esta temperatura las pajuelas fueron
traspasadas rapidamente a nitrogeno liquido (-196°C) y mantenidas en ese medio hasta el momento de su
transferencia.

Transferencia embrionaria transcervical. Sesenta vacas de distintas razas en etapa productiva, con mas
de 2 partos y previamente cubiertas fueron seleccionadas como receptoras. Siete dias posterior a la
cubierta se procedio a transferirles un embrion. Las vacas fueron inmovilizadas en un brete y se les

administré una anestesia epidural baja (Lidocaina 2%3). Mediante tacto rectal se localizo el CL, con lo
cual se determino el sitio de la ovulacion.

Las pajuelas fueron descongeladas sosteniéndolas por 10 segundos en el aire y luego sumergiéndolas en
agua a 37°C por otros 10 segundos; posteriormente se secaron y fueron cargadas en una pipeta de Cassou,
procediéndose a la transferencia directa (no quirdrgica) del embridn. Treinta y dos receptoras recibieron
un embrién ipsilateralmente al CL (Grupo 1) y a las restantes 28 el embrion les fue transferido
contralateralmente (Grupo C) (figura 1).
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Figura 1: Transferencia embrionaria ipsilateral y contralateral al
cuerpo lateo de vacas, 7 dias posterior a la cubierta.

Embryo transfer ipsilateral or contralateral to the corpus luteum
in cows 7 days after mating.

Todos los embriones fueron depositados entre el tercio superior y el tercio medio del cuerno uterino
correspondiente, dentro de los 5 minutos posteriores a su descongelacion, por un mismo operador.

Diagndstico de gestacion. Las vacas receptoras fueron mantenidas en pastoreo y controladas para su

eventual retorno al estro. El diagnéstico de gestacién, mediante tacto rectal y uItrasonograﬁa‘—‘, fue
realizado en aquellas hembras que no retornaron al estro dentro de los 60 dias posteriores a su cubierta.
Para evaluar la sobrevivencia fetal un segundo diagnostico gestacional fue realizado 30 dias més tarde.

Andlisis estadistico. Los resultados obtenidos fueron analizados en términos de tasa de prefiez y nimero
de gestaciones dobles, en cada uno de los grupos de transferencia, a los 60 y 90 dias post servicio

utilizando la prueba de Chi? (c?).
RESULTADOS

De las 32 receptoras del Grupo I, 21 (65,6%) se diagnosticaron prefiadas a los 60 dias de gestacion. En el
Grupo C, 21 de las 28 receptoras (75%) se encontraron gestantes, no observandose una diferencia
significativa entre ambos grupos (cuadro 1).

El nimero de prefieces dobles, con respecto a las hembras prefiadas, observado a los 60 dias de gestacion,
fue de 12 de 21 receptoras (57,1%) en el Grupo 1y 3 de 21 (14,3%) en el Grupo C, existiendo una
diferencia significativa (P<0,05) entre ambos grupos (cuadro 1).

A los 90 dias post servicio, 20 de las 21 receptoras del Grupo | y las 21 del Grupo C continuaban
prefiadas. Ademas, 9 de las 20 receptoras (45%) del Grupo | y sélo 1 de las 21 vacas (4,8%) del Grupo
C presentaron gestaciones de mellizos, existiendo una diferencia significativa (P<0,05) entre ambos
grupos (cuadro 1).

CUADRO 1. Tasa de prefiez y de gestaciones dobles, a los 60 y 90 dias post-cubierta e inovulacion de
un segundo embrion congelado-descongelado depositado ipsilateral o contralateralmente al cuerpo
lateo a los 7 dias post-cubierta en vacas.

Pregnancy and twinning rates at 60 and 90 days after the transfer of a second frozen-thawed
embryo ipsilateral or contralateral to the corpus luteum of cows 7 days after mating.
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IPSILATERAL | CONTRALATERAL |TOTAL
NUmero 32 28 60
Receptoras
) 21/32 21/ 28 42 /60
Tasa de prefiez (65,6%) (75%) (70%)
60 dias (%)
Tasa de Prefiez Doble 127212 3/21P 15/ 42
60 dias (%) (57,1%) (14,3%) (35,7%)
Tasa de prefiez 20/ 32 21/ 28 411760
90 dias (%) (62,5%) (75%) (68,3%)
Tasa de Prefiez Doble 9/202 1/21P 10/41
90 dias (%) (45%) (4,8%) (24,4%)

Letras distintas (a, b) dentro de la misma fila = diferencia significativa ( p < 0,05).

Entre los 60 y 90 dias post servicio se perdieron 5 gestaciones dobles, correspondiendo 3 de las pérdidas a
gestaciones producto de transferencias ipsilaterales, y 2 a gestaciones dobles generadas por transferencias
contralaterales. Cuatro de las 15 (27%) gestaciones dobles observadas a los 60 dias post servicio pasaron
a gestaciones Unicas en el dia 90, la restante correspondié a una pérdida de gestacion doble.

Al realizar el diagnostico de gestacion a los 60 dias post cubierta se observé que 5 de los 12 embriones
transferidos ipsilateralmente al cuerpo luteo, y que habian establecido gestaciones dobles, habian migrado
al cuerno uterino opuesto, lo que corresponde a un 42% de migracion embrionaria.

DISCUSION

Las tasas de prefiez obtenidas en ambos grupos de transferencia, a los 60 y 90 dias de gestacion, son
homologables a valores reportados en la literatura, tanto en trabajos extranjeros (Turman y col., 1971;
Esslemont y col., 1985), como nacionales (Jarpa, 1979; Navarro, 1990). Esto confirma que la
transferencia transcervical de un embrion 7 dias posterior a la cubierta de las receptoras no interfiere con
la prefiez nativa (Rowson y col., 1964; Trounson y col., 1978). La tasa de 65,6% de prefiez lograda en el
grupo de transferencias ipsilaterales y de 75% en el grupo contralateral concuerdan con valores
reportados por Sreenan y Diskin (1989) y por Rowson y col. (1971), quienes realizando transferencias
embrionarias ipsi y contralaterales a vaquillas previamente cubiertas obtuvieron tasas de prefiez a los 50
dias post inseminacion, de 76 y 75%, y 73 y 72% respectivamente.

Los resultados obtenidos no confirman los antecedentes que sefialan que la transferencia de un segundo
embrion al cuerno uterino ipsilateral al CL de vacas cubiertas tendria mayores posibilidades de establecer
la gestacion, debido a su mejor posicion relativa al CL, en caso de que el embrion nativo no haya logrado
sobrevivir (Del Campo y col., 1977; Gordon, 1989). Ademas este tipo de transferencias tendria una mayor
probabilidad de aumentar la tasa de prefiez al realizar sélo la inseminacion artificial, en comparacion con
transferencias embrionarias contralaterales (Penny y col., 1995).

Son variados los informes que sefialan que la ubicacién unilateral de dos embriones aumenta la ocurrencia
de muerte embrionaria y disminuye la posibilidad de presentacion de mellizos (Rowson y col., 1971;
Hanarahan, 1983). Al analizar en el presente trabajo el nimero de gestaciones dobles, con respecto a las
hembras que efectivamente se prefiaron, se observd que a los 60 dias post servicio el 57,1% de las
receptoras en el grupo de transferencias ipsilaterales, gestaba mellizos, en comparacion al 14,3% del
grupo de transferencias contralaterales, lograndose a los 90 dias de prefiez, valores de 45% y 4,8%
respectivamente.
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Estos resultados confirman estudios que sefialan que al realizar transferencias dobles unilaterales, el
confinamiento de dos embriones dentro del cuerno uterino ipsilateral no aumenta la tasa de mortalidad
embrionaria ni fetal, al compararse con la distribucion bilateral (Sreenan y Diskin, 1989; Wilkins y col.,
1992).

Lo anteriormente sefialado sugiere que si el procedimiento de transferir un embrion ipsilateral al CL es
repetido, en aquellas vacas que retornan al estro después de su primer servicio y transferencia, la tasa
total de gestaciones dobles en un rebafio podria alcanzar valores de 45% a los 90 dias post servicio en el
total de hembras gestantes del rebafio.

Al comparar el nimero de gestaciones dobles a los 90 dias post cubierta, obtenidos en cada grupo de
transferencia con valores descritos en la literatura, se observa que el 4,8% obtenido en el grupo
contralateral es muy inferior a valores de 42% (Reichembach y col., 1992), 54,2% (lzaike y col., 1988),
70% (Sinclair y col., 1995) y 61% (Wilkins y col., 1992). A su vez el valor de 45% para este parametro,
obtenido en el grupo de transferencias ipsilaterales, es similar al reportado por Reichembach y col., (1992)
(33%), Sinclair y col. 1995 (49%) y Wilkins y col., (1992) (66%). Se debe considerar que todos los
trabajos mencionados previamente se basaron en transferencia de embriones frescos, los que poseen una
mayor viabilidad post transferencia que los embriones que han sufrido procesos de congelacion y
descongelacién (Tervit y col., 1981; Leibo, 1986; Sreenan y Diskin, 1987) como en este trabajo.

Los resultados obtenidos estan en contraposicion a antecedentes que sefialan que la tasa de gestacion
doble no es significativamente diferente al realizar transferencias embrionarias ipsilaterales o
contralaterales al cuerpo liteo de vacas previamente cubiertas (Sreenan y Diskin, 1989), u otros que
incluso reportan mayores tasas de gestaciones dobles al realizar transferencias embrionarias bilaterales en
comparacion con la distribucién unilateral (Rowson y col., 1971).

La diferencia observada en el porcentaje de gestaciones dobles logradas en ambos grupos de transferencia
puede explicarse parcialmente en el hecho de que ha sido demostrado que los embriones transferidos se
desplazan, ya sea al momento de realizarse la transferencia o en su etapa de pre implantacién, hacia el
apice del cuerno uterino, en el cual fueron depositados (Renard y col., 1977). De esta forma los embriones
transferidos al cuerno ipsilateral al CL al migrar se aproximan al &pice de ese cuerno, sitio definido como
Optimo para el desarrollo embrionario; en cambio, los embriones transferidos al cuerno contralateral se
aproximan al apice opuesto al CL, sitio que es menos favorable para su crecimiento (Newcomb y col.,
1980).

En cuanto a las pérdidas fetales observadas entre los 60 y 90 dias postcubierta, trabajos basados en
observaciones ecograficas seriadas de prefieces dobles, sefialan que la mayor frecuencia de pérdidas
fetales ocurre entre los 38 y 57 dias de gestacion (lzaike y col., 1988; Izaike y col., 1991). Estos mismos
autores reportan, entre los 60 y 90 dias, tasas de pérdida de un feto en gestaciones dobles que flucttan
entre 7y 20%. En el presente trabajo el valor observado para este tipo de pérdida fue de un 27% (4/15).
Por otra parte, esos autores no reportan pérdidas dobles en esta etapa de la gestacion; en cambio, en este
trabajo se observo una pérdida total (1/15). Las diferencias observadas probablemente se deban al hecho
de que las investigaciones mencionadas anteriormente basaron sus observaciones en gestaciones dobles
bilaterales, en este estudio se realizaron las observaciones, tanto en gestaciones dobles bicornuales como
unicornuales.

Por ultimo, es destacable que aunque la migracién embrionaria en forma natural es de escasa presentacion
en el bovino (Scanlon, 1972), el 42% (5/12) de migracién embrionaria observada en los embriones
transferidos ipsilateralmente, que establecieron gestaciones dobles, coincide con reportes de otros autores,
los cuales al realizar transferencias embrionarias obtuvieron valores que flucttan entre 55% (Newcomb y
col., 1980) y 61% (McMillan y Peterson, 1995). Cabe sefialar que s6lo se observaron migraciones
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embrionarias cuando las transferencias fueron realizadas ipsilateralmente al CL, y en todos los casos sélo
un embrién de la pareja de mellizos migrd. Con esto se comprueba que la migracién del segundo embrién
es menos probable, una vez que el primer embrion migré (McMillan y Peterson, 1995).

Los resultados expuestos sugieren que la transferencia de un segundo embrion al cuerno uterino ipsilateral
al CL de vacas cubiertas, es un método mas efectivo en la induccién de gestaciones dobles que la
transferencia contralateral; por consiguiente, la transferencia embrionaria ipsilateral deberia utilizarse
conjuntamente con cada servicio realizado en el rebafio para lograr altos porcentajes de gestaciones
dobles.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el efecto del sitio de depdsito (ipsi o contralateral al CL) de un
segundo embrion en vacas cubiertas sobre la tasa de prefiez y de gestaciones dobles.

Treinta y dos vacas receptoras recibieron un embriéon congelado-descongelado ipsilateralmente a su
cuerpo luteo y 28 contralateralmente, 7 dias posterior a su cubierta.

En el grupo de transferencias ipsilaterales 21 receptoras se prefiaron al primer servicio (65,6%), mientras
que en el grupo contralateral 21 de las 28 receptoras se diagnosticaron prefiadas (75%), no existiendo
diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, si se observé diferencias en la tasa de prefiez doble, entre
los 60 y 90 dias post servicio en ambos grupos (57,1 v/s 14,3% y 45 v/s 4,8% respectivamente).

Contrariamente a algunos antecedentes que sefialan la mayor sobrevida de embriones transferidos
ipsilateralmente al ocurrir la muerte del embrién nativo, no se observo diferencias entre los porcentajes de
prefiez en ambos grupos. La diferencia observada en el nimero de gestaciones dobles entre el grupo de
transferencia ipsilateral y el contralateral es mayor a la descrita en la literatura, pero confirma
antecedentes de que la existencia de dos embriones en el cuerno uterino ipsilateral no aumenta la tasa de
mortalidad embrionaria ni fetal.

De acuerdo a lo descrito, se concluye que la transferencia de un segundo embrion al cuerno uterino
ipsilateral de vacas previamente cubiertas es un método mas efectivo de induccion de mellizos que la
transferencia contralateral.

Aceptado: 16.05.2000.
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