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Resumen:

Se evaluo el efecto de la biparticion sobre el desarrollo in vivo e in vitro de embriones y
hemiembriones bovino producidos in vivo post vitrificacién. En el experimento 1 se
utilizaron 90 embriones bovinos vitrificados distribuidos en dos tratamientos: CE= cultivo
embrionario (n= 21), CE1: cultivo de 11 embriones (22 hemiembriones), y CE2: cultivo de
10 embriones completos. El desarrollo de los hemiembriones y embriones completos fue
evaluado post calentamiento cada 24 h durante 72 h. El experimento 2 evalué la tasa de
gestacion (TG; n= 69). Se dividié en 2 grupos, TG1= transferencia de 31 embriones
bipartidos (62 hemiembriones), y TG2: transferencia de 38 embriones completos. Para el
analisis de viabilidad de embriones bipartidos versus completos a las 24, 48 y 72 h el modelo
incluyd solo el efecto del tratamiento, utilizando la funcidn probit y para el analisis de tasa
de gestacion se utilizd un modelo de umbral mixto con SAS PROC GLMMIX. En el cultivo
embrionario se observd un desarrollo embrionario final del 77.3 % para CE1 vs 80 % en CE2
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(P>0.05). En la tasa de gestacion se obtuvo 19.35vs 31.6 % en TG1y TG2, respectivamente
(P>0.05). Se concluye que, bajo las condiciones del presente trabajo, la biparticion de
embriones vitrificados y calentados no afecto el desarrollo in vitro o in vivo de embriones y
hemiembriones bovinos producidos in vivo. Ademas, con la biparticion se obtuvo el mismo
numero de gestaciones con menor nimero de embriones.

Palabras clave: Biparticion, Blastocisto, Vitrificacion, Desarrollo embrionario.
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Introduccion

Desde la década de los 80°s, las biotecnologias reproductivas en bovinos han evolucionado
eficientemente, mediante el desarrollo de diversas técnicas, lo que ha ayudado a aumentar
rapidamente la capacidad reproductiva y aumentar el costo econdémico de cada ternero
nacido®. Las técnicas que mayor aplicacion han tenido son la transferencia de embriones
(TE), la criopreservacion de embriones asi como la manipulacién de embriones (biparticion),
con el fin de obtener mas animales con mayor potencial de productividad®-

La biparticion de embriones bovinos es una técnica muy util para generar gemelos
homocigotos y una ventaja importante es la de obtener un mayor aprovechamiento de
embriones de alto valor genético®?); otra ventaja de esta técnica es la de aumentar el nimero
de oportunidades que tiene un embrion para implantarse y asi tener un mejor
aprovechamiento del material genético y de las hembras receptoras®. Las tasas de prefiez de
embriones bovinos frescos bipartidos y transferidos frescos van del 55 al 61%, y son similares
a la tasa de prefiez de embriones transferidos completos, que es del 50 al 60 %®).

La transferencia de embriones es una técnica que se implementa en programas de progreso
genetico, que buscan obtener un mayor numero de crias de hembras donantes con un alto
potencial productivo®; ademas, estos programas se complementan con la criopreservacion
de embriones que no son transferidos en fresco o de embriones que se destinan para su
comercializacion y almacenamiento para su posterior transferencia(”.

Uno de los métodos de criopreservacion de embriones es la técnica de vitrificacion, que
permite el paso del estado liquido al solido sin formacion de cristales de hielo
intracelulares®. La vitrificacion es una técnica opcional de conservacion de embriones con
porcentajes de viabilidad optimos, siendo ademas una técnica sencilla, facil de ejecutar y
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rentable®. Los porcentajes de gestacion después de la transferencia de embriones bovinos
calentados (desvitrificados) van del 45 al 65 %101112),

En el trépico mexicano, el sistema de produccion bovino predominante es el Ilamado de doble
proposito, donde comunmente existen vacas donantes de embriones de alto valor. Con base
en lo anterior y ante la escasa informacion reciente acerca de este tema, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de la biparticion de embriones bovinos vitrificados y calentados,
sobre el desarrollo in vivo e in vitro; de no haber un efecto negativo, esto permitiria aumentar
el nimero de crias obtenidas por embrion y un éptimo aprovechamiento de ellos.

Material y métodos

Produccion de embriones y tratamientos

Se contd con un banco de 90 blastocistos calidad 1 (de acuerdo a la clasificacion de le IETS)
Bos taurus x Bos indicus, producidos in vivo criopreservados por vitrificacion en Cryotop®
(Kitazato Supply, Fujinomiya, Japon)®.

El desarrollo in vitro fue evaluado mediante cultivo embrionario (CE) por 72 h post
calentamiento. La evaluacién del desarrollo in vivo se realizd determinando la tasa de
gestacion después de la transferencia de embriones (TG). Cada experimento se dividié en
dos grupos: CE1= cultivo de 11 embriones bipartidos (22 hemiembriones) y CE2= cultivo
de 10 embriones completos; TG1l= tasa de gestacion de receptoras transferidas con
hemiembriones (n= 62) y TG2= tasa de gestacion de receptoras transferidas con embriones
completos (n= 38).

Vitrificacion de embriones

Los embriones fueron vitrificados de acuerdo a lo descrito previamente®®. Los embriones y
hemiembriones se colocaron en una gota de 25 ul de solucion de equilibrio (SE; PBS con
7.5 % v/v de etilen glicol y 7.5 % v/v de dimetilsulfoxido), durante 10 min. Después de esto,
los embriones y hemiembriones se pasaron por 4 gotas de 25 ul en solucién de vitrificacion
(SV; PBS con 15 % v/v de etilen glicol y 15 % v/v de dimetilsulfoxido) durante un min en
total, es decir, desde que se colocaron en la primera gota hasta la cuarta gota. Inmediatamente
despues los embriones y hemiembriones se colocaron en el dispositivo cryotop en el minimo
volumen posible (aproximadamente de 1 a 2 ul) y se sumergieron en nitrogeno liquido.
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Calentamiento de embriones

Para esto se utilizd solucion de calentamiento (SC), (solucién buffer fosfato (PBS) con 20 %
de sustituto de suero sintético (SSS) y 1 M sacarosa), solucién de dilucion (SD), (PBS con
SSS a 20 % y sacarosa 0.5 M), y solucidn de lavado (SL), (PBS con 20 % SSS). El Cryotop®
se saco del nitrogeno liquido, se destap0 y se sumergié en SC durante 1 min, en SD durante
2 min en cada gota de 25 ul y en SL durante 3 min en cada gota de 25 ul®®. Después, los
embriones se colocaron en medio de cultivo y los embriones a transferir en PBS y se
colocaron en pajillas de 0.25 ml para su transferencia a las receptoras.

Biparticion de embriones

Después del calentamiento y antes de ser introducidos para cultivo embrionario o para ser
transferidos, se bipartieron 53 embriones, mediante la modificacion de la técnica descrita por
Lopes et al®, que consiste en colocar el embrion en una placa de Petri desechable (100 x 15
mm; Corning®, New York, USA) con medio de micro manipulacion (DPBS, Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline). La division se realizd con un micromanipulador (MWS-1A,
Narishige, Tokio, Japdn) colocado en un microscopio invertido (CK2, Olympus®, Tokio,
Japon), al que se le adaptd una microcuchilla, haciendo el corte de tal manera de dividir en
partes iguales la masa celular interna. Después de la biparticion, los hemiembriones se
colocaron en medio de cultivo o cargados en pajillas de 0.25 ml para ser transferidos a las
receptoras.

Evaluacion del desarrollo embrionario in vitro
Cultivo de embriones
Se utilizaron 21 embriones calentados, de los cuales 11 fueron bipartitos, resultando 22
hemiembriones (CE1) y los 10 restantes se cultivaron enteros (CE2). Todos los
hemiembriones y embriones se cultivaron en medio IVC3 (In Vitro Care, Maryland, EE.
UU.) en una incubadora a 38.5 °C, 5 % de CO- en aire y humedad del 95 %. Estos fueron

revisados cada 24 h durante 72 h, para evaluar el desarrollo de la multiplicaciéon de los
blastdmeros (reexpansion) y de los embriones completos hasta la eclosion®),

Evaluacion del desarrollo embrionario in vivo

Transferencia de embriones

La Comision de Bioética y Bienestar Animal de la FMVZ-UV aprobd el uso de animales y
los procedimientos incluidos en el estudio. Para la transferencia de embriones (n= 69), se
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seleccionaron 100 hembras receptoras Bos Taurus x Bos Indicus, con una edad promedio de
60 £ 2.71 meses, 2.26 £ 1.04 partos, 454 + 6.09 kg de peso, condicion corporal entre 2.5 y
3.0 (escala de 5 puntos: 1= demacrado y 5= obeso)® y clinicamente sanas. Las receptoras
se evaluaron mediante palpacion transrectal para corroborar su estado ciclico. Se utilizaron
receptoras que estuvieran ciclando, es decir, que contaran con un cuerpo luteo en alguno de
los dos ovarios y que no se detectaran patologias en el tracto reproductivo. Las receptoras
estuvieron en pastoreo rotacional de pasto Pangola (Digitaria eriantha) y pasto insurgente
(Brachiaria brizantha), recibieron sales minerales, agua ad libitum y cada una recibio 4 kg
de alimento concentrado por dia (el alimento contenia 20 % de proteina cruda y se administro
30 dias antes y 30 dias después de la TE). El dia -60 (dia 30= inicio del tratamiento TE), las
receptoras recibieron via intramusculares vitaminas A, D y E 1(1,250 000, 35 0000 y 350 Ul
respectivamente; Synt-ADE®, Zoetis, México), selenio més vitamina E (40 y 400 mg,
respectivamente; Selenie®, Virbac, México) y fosforo (2 g; Phospho 20®, Virbac, México).

Sincronizacion de la ovulacion de las receptoras

Para la transferencia de embriones las receptoras se dividieron en dos tratamientos, TG1: 62
(hemiembriones) y TG2: 38 (embriones completos). El dia 0, las receptoras recibieron un
dispositivo intravaginal con 1,9 g de progesterona (CIDR®, Zoetis, México), y 2,5 mg de
benzoato de estradiol i.m. (Benzoato de Estradiol®, Zoetis, México). El dia 5 se aplicé 400
Ul de gonadotropina coriénica equina eCG i.m. (Novormon®, Zoetis, México) y 25 mg de
dinoprost trometamina i.m. (Lutalyse®, Zoetis, México). El dia 8, se retir6 CIDR-B® y se
aplicd 1 mg de cipionato de estradiol i.m. (E.C.P.®, Zoetis, México)".

Transferencia no quirdrgica de embriones

La transferencia embrionaria solo se realiz6 en aquellas hembras que presentaban un cuerpo
luteo de calidad 1 (20 mm de didmetro) detectado por ecografia. La transferencia embrionaria
se realizo 9 dias después de retirado el CIDR-B®; se administro anestesia epidural 5 min
antes de la transferencia (100 mg, Lidocaine®, Lab MSD). Los embriones completos o
hemiembriones se colocaron en el cuerno uterino ipsilateral del cuerpo Iiteo®®). Cada una de
las receptoras recibié un hemiembrion (n=62) o un embrion completo (n= 38).

Diagnostico de gestacion
El dia 60 post-transferencia, se realizd el diagnostico de gestacion mediante ecografia. Este
tiempo de espera es necesario, ya que existe informacion de que, si se realiza antes de los 60

dias de gestacion, principal periodo de organogénesis, constituye una causa iatrogénica
importante de dafio irreversible o pérdida fetal*?,
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Anadlisis estadistico

Para el analisis de la tasa de gestacion se utiliz un modelo de umbral mixto®%21-22 con PROC
GLIMMIX (SAS, 2014). Condicionada a efectos fijos y aleatorios, se supuso que la tasa de
gestacion seguia una distribucion de Bernoulli. Para analizar la tasa de gestacion y la
viabilidad de los hemiembriones frente a la de embriones completos a las 24, 48 y 72 h, el
modelo incluy6 solo el efecto del tratamiento. La funcion de enlace utilizada fue la funcion
probit. Las soluciones para efectos fijos aleatorios se basaron en técnicas de maxima
verosimilitud utilizando el algoritmo de matriz de informacion promedio para estimar los
componentes de la varianza. Para el calculo de los grados de libertad se utilizo el enfoque de
Satterthwaite. Las comparaciones entre los efectos de las medias considerados en el modelo
se realizaron con base en la diferencia minima significativa de Fisher.

Resultados

Viabilidad in vitro de hemiembriones y embriones completos

Para el tratamiento CE1l se encontr6 una viabilidad de 86.3 % (19/22) a las 24 h,
disminuyendo a 81.8 % (18/22) a las 48 h y finalmente al 77.3 % (17/22) a las 72 h de la
multiplicacion de blastomeros (reexpansion; Figura 1).

Figura 1: Cultivo de hemiembriones por 72 h A) Hemiembriones a 0 h de cultivo, B)
Reexpansion de hemiembriones a las 24 h, C) Reexpansion de hemiembriones a las 48 h,
D) Reexpansion de hemiembriones a las 72 h
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Para el tratamiento CE2, los embriones enteros cultivados tuvieron una viabilidad en la
primera revision 24 h del 90 % (9/10), para las 48 h se mantuvo la misma tasa de expansion
(90 % (9/10), pero a las 72 h el porcentaje de eclosién alcanz6 el 80 % (8/10; Figura 2).

Figura 2: Cultivo de embriones completos: A) Embridn recién calentado (0 h), B) Embrion
cultivado a las 24 h, C) Embrién cultivado a las 48 h, D) Embrién cultivado a las 72 h
"/’_ ._". o,

Al momento de analizar la viabilidad embrionaria de ambos grupos, no se encontro diferencia
estadistica (P>0.05) en los diferentes tiempos de evaluacion (Cuadro 1).

Cuadro 1: Tasa de viabilidad a las 24, 48 y 72 h después del calentamiento de embriones
bipartidos y completos

Viabilidad (%). Hora de evaluacion

Tratamiento

(n) 24 48 72
CEL: Bipartido (22) 86.3 81.8 77.3
CE2: Completo (10) 90 90 80
(P>0.05).
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Viabilidad in vivo de hemiembriones y embriones completos
Tasa de gestacion con embriones producidos in vivo, vitrificados, bipartitos y completos
Para el tratamiento TG1 (h= 62 hemiembriones), se obtuvo una tasa de gestacion del
19.35 % (12/62). Las transferencias restantes pertenecieron al tratamiento TG2 (n= 38) con

embriones completos, se encontr6 un 31.6 % (12/38) en tasa de gestacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tasa de gestacion de hemiembriones y embriones enteros

Embriones Transferencias Gestantes Tasa de gestacion
por transferencia
") (n) (n)
(%)
TG1: Bipartido (31) 62 12 19.3
TG2: Completo (38 38 12 31.6
(P>0.05).

Por lo tanto, para ambos grupos no se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05). Tanto el
grupo de hemiembriones como el de embriones completo obtuvieron un total de 12
gestaciones, pero con la diferencia que en el grupo de hemiembriones se utiliz6 una menor
cantidad de embriones.

Discusion

En el presente estudio la tasa de viabilidad promedio de hemiembriones y embriones
completos fue del 78.65 % utilizando el medio IVC3. Existe escasa informacion acerca de
en el desarrollo de embriones bovinos que fueron producidos in vitro, bipartidos, vitrificados
y desvitrificados, por lo tanto, el presente trabajo contribuye al conocimiento sobre la
viabilidad de hemiembriones y embriones bovinos completos producidos in vivo.

Con base en los resultados del presente estudio en cultivo embrionario se encontr6 86.3 %y
90 % de viabilidad para hemiembriones y embriones completos 24 h post calentamiento. Este
porcentaje es mayor que lo reportado previamente en conejos®; en ese estudio utilizaron
125 embriones de conejo producidos in vivo, un grupo fue de embriones fueron vitrificados
y bipartidos (como en el presente trabajo) y otro de bipartidos y luego vitrificados; la tasa de
desarrollo in vitro fue del 36 % en los vitrificados/bipartidos y del 10 % para los
bipartidos/vitrificados. Estos investigadores mencionan que esto pudo deberse a que los
hemiembriones pierden cohesion y reduccion del numero de células, y que la biparticidn deja
que las céulas queden expuestas a los criopretectores utilizados en la vitrificacion, los cuales
pueden ser toxicos y afectar el desarrollo embrionario; por tanto, concluyeron que la calidad
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del embridn es el principal factor del éxito de estos procedimientos. Otros investigadores
mencionan que se ha comprobado que las células de la masa interna (alrededor del 10 %) se
dafian debido al procedimiento de division® y que una proporcion adicional de células
morir& durante la congelacion y descongelacion. Al respecto, cabe mencionar que, si bien en
el presente estudio no se realiz6 tincidn para determinar la viabilidad, el hecho de obtener
una tasa de 77.3 y 80 % de viabilidad in vitro 72 h post calentamiento, para hemiembriones
y embriones enteros, demuestra que al menos bajo las condiciones del presente trabajo, la
biparticion de embriones vitrificados/calentados no afectdo el desarrollo in vitro de
hemiembriones y embriones enteros (P>0.05). Es importante mencionar que en el presente
estudio se utilizaron solamente embriones grado 1, mientras que en el estudio antes
mencionado se utilizaron embriones calidad 1 y 2.

La criopreservacion reduce la division embrionaria. Algunos estudios han reportado tasas de
desarrollo del 52 % para embriones biopsiados congelados-descongelados en comparacién
con el 60 % para embriones frescos. Por otra parte, se han publicado tasas de supervivencia
del 86 % para embriones vitrificados y calentados a los cuales se les habia realizado la
eclosion asistida®®.

La tasa de gestacion general (TG= 25.5 %) obtenida en el presente estudio con
hemiembriones y embriones completos en receptoras de doble proposito fue inferior a la
reportada por otros autores?4?28) sin embargo, estas variaciones que se obtienen en los TG
dependen de varios factores relacionados, por un lado, con la receptora y por otro con el
embrion que se transfiere@®2°3_ |os principales factores que se han correlacionado con el
éxito de la gestacion son: calidad del embrion, método de criopreservacion, protocolo de
sincronizacion, ademas del técnico que lo transfiere®?; sin embargo, en el presente estudio
solo se utilizaron blastocitos calidad 1, se evalu6 su viabilidad después de la descongelacién
y el técnico que realizd las transferencias fue el mismo, por lo que estos factores
probablemente no afectaron los resultados de la gestacion.

Respecto al protocolo de sincronizacion de receptores basado en CIDR-B, se ha reportado
que estos influyen en los TG a partir de la calidad del cuerpo luteo formado y el ambiente
que se propicia en el Gtero luego de la sincronizacion®V. En esta investigacion no se encontro
diferencia en el tamafio del cuerpo liteo (>20 mm) al momento de la transferencia en TG;
lamentablemente no fue posible medir P4 en suero sanguineo para reafirmarlo, sin embargo
resultados similares fueron reportados®?, no encontrandose relacion entre el diametro del
cuerpo lateo (>1.6 cm) y su funcién (P4 en plasma >1 ng/ml) el dia 6 de ovulacion en novillas
tratadas con CIDR-Bs y BE como base del protocolo. En contraste®”, otros investigadores
reportaron un aumento de los TG en novillas receptoras (cruces Bos indicus) al presentar
mayor diametro del cuerpo Iuteo al momento de la transferencia embrionaria, las receptoras
fueron clasificadas segtn el area del cuerpo liteo como CL1 (> 2.0 cm?), CL2 (1.5-2.0 cm?)
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y CL3 (<1.5 cm?), y los TG obtenidos fueron 58.4, 41.5 y 31.8 %, respectivamente. Estas
diferencias sugieren que durante la fase intermedia entre la fase de crecimiento (hasta el dia
7) y la fase estatica del cuerpo luteo (dia 8 al 16), el flujo sanguineo luteo puede ser mas
indicativo de la funcion del cuerpo lGteo que su tamafio maximo alcanzado en TG®3), Esta
posibilidad sugiere que la fase Iutea inducida en las receptoras del presente estudio fue la
adecuada en duracion, y lo que seguramente estuvo comprometido fue el desarrollo temprano
de los embriones, al grado que no fueron capaces de generar la sefial adecuada de
reconocimiento temprano del embarazo (interferon-t)©4353), En este sentido, en el caso de
hemiembriones, se debe tener en cuenta que un factor que puede afectar la implantacion de
los embriones es un fallo durante la sefial que envia el embrion en el reconocimiento materno
mediante la produccion de interferon- @738 los hemiembriones pueden tener una menor
produccion de interferén porque tienen menos células del trofoectodermo®839, Por eso es
importante mencionar que para realizar el reconocimiento embrionario materno, es que el
embrion debe encontrar un ambiente uterino apropiado, influenciado por la progesterona
producida por un cuerpo luteo de buena calidad, ya que estimula la produccion de una
variedad de secreciones endometriales, como MUC-1 (mucina glicoproteina-1), lactogeno
placentario y osteopontina, necesarios para el correcto desarrollo de los embriones®”. En
otra investigacion acerca de la biparticion de embriones®®, compararon la tasa de gestacion
de receptoras transferidas con embriones frescos producidos in vivo completos y
hemiembriones, obteniendo mayor tasa de gestacién con embriones completos (67 %) que
con hemiembriones (35 %) (P<0.05). Estos resultados son mayores a los del presente estudio
donde no se encontr6 diferencia estadistica entre embriones completos y hemiembriones
(31.6 vs 19.3 % repectivamente). Una de las posibles causas del mayor porcentaje es que
utilizaron novillas de raza Holstein, las cuales resultan ser una raza de origen Bos taurus y
que presentan mayor fertilidad en comparacion con las receptoras que fueron utilizadas en el
sistema de produccion doble propdsito cruzas Bos taurus vs Bos indicus. Ademas, otra causa
es que los embriones fueron transferidos frescos producidos in vivo en comparacion con este
trabajo, donde los porcentajes fueron menores tomando en cuenta que los embriones pasaron
por un tratamiento de vitrificacion y calentamiento, y por tanto durante el descenso de
temperatura se pueden inducir dafios al embrién.

Recientemente® se evalu6 el efecto de la biparticion durante la transferencia de los
embriones; se utilizaron embriones en estadio de blastocisto, los cuales fueron bipartidos y
transferidos a las receptoras. Catorce dias después de la transferencia, se procedio a la
recoleccion embrionaria via no quirdrgica y se obtuvieron 37.5 % de hemiembriones
alargados vs 52.9 % de embriones completos alargados; estos resultados son mayores a los
obtenidos en el presente trabajo que fue 19.35 vs 31.6 % para hemiembriones y embriones
completos. Sin embargo, los resultados podrian considerarse favorables teniendo en cuenta
gue pasaron por un proceso de criopreservacion, y esto podria tener un efecto negativo para
lograr una adecuada implantacion en la receptora. Aungue en el presente estudio no se analizé
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el alargamiento de los embriones transferidos, se podria suponer que, al estar alargados los
embriones, es muy probable que hubieran implantado y producido gestaciones. Por eso se
comparé con la tasa de gestacion obtenida en el presente estudio. En este sentido,
investigaciones acerca de la criopreservacion de embriones“?, han mencionado que ésta no
es un proceso libre de problemas, ya que induce variaciones extremas en las propiedades
fisicas y quimicas de la membrana celular, los organulos y la delicada interaccion célula-
celula inherente a los embriones a criopreservar. Asimismo, los periodos criticos para la
supervivencia embrionaria durante la criopreservacion son la fase inicial de congelacion y el
periodo de retorno a las condiciones fisiologicas. Las lesiones embrionarias crioinducidas se
explican por la formacidn de cristales de hielo intracelulares y el estrés osmotico al que se ve
sometida la membrana plasmatica durante la congelacion®V),

Durante mucho tiempo ha existido la preocupacion de saber si los becerros nacidos de
hemiembriones se comportan de igual manera que aquellos producidos por embriones
enteros. Una publicacion reciente arrojo informacion valiosa acerca de esto®?; al comparar
el desarrollo de embriones y hemiembriones desde los 60 dias de gestacion hasta los 550 dias
de edad, no se detectaron diferencias en el diametro biparietal, abdominal, cordon umbilical,
orbital y adrtico. Tampoco hubo diferencias en el peso al nacer, al destete, y cada 30 dias
hasta los 550 dias. Por lo tanto, concluyeron que no hay diferencias discernibles fisicamente
entre crias de embriones y de hemiembriones, lo cual es importante para poder utilizar la
técnica de biparticion de manera segura. Esto cobra importancia, sobre todo porque la
vitrificacién y la biparticion son técnicas de reproduccion asistida que tienen el potencial de
ser utilizadas, no solo en especies de interés zootécnico, sino también en especies en peligro
de extincion®®.

Conclusiones e implicaciones
Bajo las condiciones del presente trabajo, la biparticién de embriones bovinos producidos in
vivo, no afecta el desarrollo in vitro ni la tasa de gestacion. Con la biparticion embrionaria se
obtuvo el mismo numero de gestaciones con menos embriones, aportando informacion
reciente sobre estas biotecnologias.
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