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La biotecnologia de la
reproduccion en la especie
bovina surge como
respuesta a ciertas
demandas del sector
ganadero, sobre todo, en la
mejora de la productividad
de las explotaciones.
Desde que en los 70 se
desarrollara la
transferencia de los
embriones producidos in
vivo y empezara su
comercializacién en
Norteamérica, hoy en dia
se supera la cifra de
600.000 embriones de
vacuno producidos y
transferidos, mas de un
15% de ellos in vitro.
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Complejos ciiomulo-oocito de vacuno

tenden revisar las aplicaciones,

los pasos de los cuales se com-
pone y las eficacias que en vacuno tie-
ne esta tecnologia. La transferencia
de embriones de vacuno con fines co-
merciales ha llegado a convertirse, en
un espacio de unos 30 afios, en un im-
portante negocio a escala internacio-
nal (Mapletoft y Hasler, 2003). En la
década de los 70 se desarrolld la
transferencia de los embriones pro-
ducidos in vivo y empezb su comer-
cializacion en los EE.UU. y Canada
(Betteridge, 2003).

Sin embargo, fue en 1987, cuando se
introdujo el concepto de ovulacion
multiple y transferencia embrionaria
(MOET), mostrandose que permitiria
un incremento de la intensidad de se-
leccion y una reduccion del intervalo
generacional, resultando en un incre-
mento de la mejora genética (revision
de Mapletoft y Hasler, 2003).

En 2003, segln la Asociaciéon Inter-
nacional de Transferencia Embriona-
ria (IETS), se produjeron y transfirie-

E n este articulo los autores pre-

ron en el mundo mas de 600.000 em-
briones de vacuno de los cuales més
de un 15% (>100.000 embriones) fue-
ron producidos in vitro (PIV). Sin
embargo, cabe destacar que el 60% de
los embriones PIV se obtuvieron en
Sudamérica, en especial en Brasil.

[ pefinicion

El desarrollo de la produccién in vi-
tro de embriones de mamifero es una
tecnologia que tiene multiples aplica-
ciones tanto en biomedicina como en
produccién animal. Asi, esta técnica
posibilita dotarnos de los conocimien-
tos basicos para entender el mismo
proceso in vivo y para poder abordar
otras lineas de investigacion como
son la criopreservacion de gametos y
embriones, la transferencia de em-
briones, la transferencia nuclear y la
produccién de embriones genética-
mente modificados.

La PIV de embriones de calidad a
partir de material de matadero (ova-
rios de animales de abasto) es crucial



La PIV de embriones de calidad a partir de

material de matadero es la estrategia mas barata,

y permite disponer de un niimero elevado de 6vulos
para poder abordar con garantias el desarrollo de las
anteriores lineas en especies ganaderas

en mamiferos. Esta estrategia es la
mas barata y permite disponer de un
namero elevado de efectivos (6vulos)
para poder abordar con garantias el
desarrollo de las anteriores lineas en
especies ganaderas.

[ Pasos de la produccion
in vitro de embriones

La PIV de embriones se divide en
tres etapas: maduracion oocitaria, fe-
cundacion y cultivo embrionario.

Maduracién in vitro
de los 6vulos

Los 6vulos u oocitos que se recogen
de los foliculos son inmaduros y tie-
nen que progresar su maduraciéon en
un sistema in vitro. Los 6vulos estan
recubiertos por varias capas de célu-
las denominadas células del camulo.
Los oocitos mantienen un estrecho
contacto a las células del cimulo y se
denominan en conjunto complejos
ctimulo-oocito (Foto 1). Los oocitos se
maduran en un medio complejo (me-
dio 199) suplementado con suero,

hormonas y factores de crecimiento
(EGF) durante 20-22 horas.

Los oocitos se cultivan a 38,5°C en
una atmosfera saturada de humedad
con un 5% de CO2. Normalmente mas
del 80% de los oocitos consiguen pro-
gresar parandose nuevamente en un
estadio denominado “metafase II” a la
espera de ser fecundados por los es-
permatozoides para reanudar el ciclo.

Fecundacién in vitro

Una vez los oocitos han madurado in
vitro, para la fecundacion in vitro, se
co-cultivan los complejos cimulo-oo-
cito con los espermatozoides, en una
concentracion de 1 milléon de esperma-
tozoides por mililitro, durante 18 h en
medio de fertilizacion en las mismas
condiciones de cultivo que se describi-
an en el punto anterior. El semen que
se utiliza suele ser semen congelado
procedente de toros de alto valor gené-
tico (salvo que se trate de estudios ex-
perimentales en los que no hace falta).
Se pueden inseminar unos 50 6évulos
con 500.000 espermatozoides y de los
que se fecundan cerca del 75%.

Embriones de vacuno producidos in vitro

Cultivo in vitro

Los oocitos fecundados o cigotos se
cultivan a 38,5°C en una atmosfera
saturada de humedad con un 5% de
CO2y 5% de O2 en un medio comple-
jo denominado SOF (Fluido Oviductal
Sintético) durante 7 dias. Normal-
mente un 25-35% de los embriones
que se dividen alcanzan el estadio de
blastocisto (Foto 2).

En este estadio, el embrién ya no se
parece a un racimo de células como
ocurre en el estadio de moérula, sino
que tiene una morfologia especifica,
en el interior del embridn, se ha for-
mado una cavidad (blastocele) y es
posible diferenciar dos tipos celulares
(trofoblasto y masa celular interna) y
el embrion tiene aproximadamente
unas 90 células (Foto 3).

Las tasas de gestacion, después de la
transferencia de embriones produci-
dos in vitro, varian entre un 20% y un
40% y son significativamente inferio-
res a las de los obtenidos in vivo que
varian de un 40% a un 60%, depen-
diendo de la calidad de los embriones
(Palma, 2001).

Aplicaciones de la técnica
de produccion de
embriones in vitro

En vacuno, la técnica de PIV esta
mas desarrollada que en otras espe-
cies, aun asi su rendimiento no es ex-
cesivamente elevado y la calidad de
los embriones in vitro es inferior a los
producidos in vivo. Las posibles apli-
caciones de la produccioén in vitro de
embriones dependeran en gran me-
dida del origen de los 6vulos, si pro-
ceden o no de un animal de alto valor
genético.

Asi, dependiendo de este punto de
partida las eficacias pueden o no ser
rentables. Cuando hacemos referen-
cia a que un 6vulo procedente de un
animal de alto valor genético, ya sea
dentro de un programa de produc-
cién o de conservacion de recursos,
asociamos la obtencion de los 6vulos
ala técnica de la OPU (Ovum Pick-
Up), a no ser que el animal haya
muerto y se recuperen los 6vulos de
los ovarios mediante técnicas tipicas
de laboratorio que se utilizan con
ovarios de animales de matadero.

La OPU consiste en recolectar los
6vulos in vivo mediante la puncién
“ecoguiada” de los foliculos del ova-
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rio. La recogida no es quirtargica y se
utiliza un tranquilizante y anestesia
local. Esta técnica se realiza introdu-
ciendo el transductor del ecografo y
una aguja ensamblada a un sistema
de guia por la vagina.

Por manipulacién rectal se fija el
ovario al extremo de la aguja y se as-
pira el contenido de los foliculos ob-
servando el colapso de los foliculos en
la pantalla del ecografo. Del liquido
folicular aspirado, se aislan los 6vulos
que se procesaran a continuaciéon ma-
durandolos en un sistema in vitro,
posteriormente se fecundaran y culti-
varan in vitro hasta el estadio de moé-
rula o blastocisto.

En este estadio, los embriones se
pueden congelar o transferir a una

Las posibles aplicaciones

de la produccion in vitro de
embriones dependeran en gran
medida del origen de los ovulos,
si proceden o no de un animal

de alto valor genético
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Tincion de nitcleos de un embrion de vacuno producido in vitro

hembra receptora. Mediante esta téc-
nica se pueden recuperar aproxima-
damente 10 6vulos por sesiéon (Galli et
al., 2001). Sin embargo, esta cifra
puede variar dependiendo del inter-
valo de tiempo entre las sesiones de
recuperacion, del equipo de técnicos y
de la existencia o no de un tratamien-
to de pre-estimulacion hormonal (su-
perovulacién). La recogida de los 6vu-
los puede realizarse una o dos veces a
la semana.

Aplicaciones principales de los
embriones PIV asociadas ala
OPU

El procedimiento OPU/PIV puede
ser aplicado fundamentalmente en
tres situaciones (Palma, 2001):

1)- Uso de hembras que no responden
a la superovulacion.

2)- Uso de hembras preptberes, aun-
que la optimizacion de esta via de-
penderé en parte de solucionar la
competencia de los 6vulos de anima-
les prepuberes (Salamone et al.,
2001).

3)- Incrementar el porcentaje de recu-
peracion de embriones:

En este sentido, en un estudio reali-
zado por Merton et al. (2003), se es-
tim6 que aproximadamente se obte-
nia 1 embrién por sesiéon de OPU
frente a los 5 embriones que se podi-
an obtener mediante un tratamiento
estandar de superovulacion. Sin em-
bargo, el rendimiento a la semana
del sistema OPU es de 2 embriones
por semana (cuando se recupera 2
veces a la semana) frente a 1 embrion
que se puede producir mediante un
tratamiento estdndar de superovula-
cion.

Asi, el rendimiento global se estima-
ba alrededor de 50 embriones conge-
lables por vaca y ano mediante supe-
rovulacién y 150 embriones por afio
por OPU, aunque dependia mucho
del técnico que se encargase de la re-
cuperacion de los 6vulos.

A pesar de las ventajas que ofrece la
transferencia de embriones produci-
dos in vitro, se han detectado algu-
nos problemas asociados a esta téc-
nica. En primer lugar, la OPU re-
quiere una mayor especializacion de
la mano de obra, un equipo de eco-
grafia caro y un laboratorio de PIV
de embriones. También, se ha obser-
vado el sindrome del ternero gigante
y un aumento de la proporcion de
machos (Hansen y Block, 2004).

El aumento del tamafio de los terne-
ros puede constituir un problema
grave de manejo, ya que ocasiona
partos distocicos que comprometen
la salud de las vacas y la aceptacion
por el ganadero. La eliminacién del
suero del medio de cultivo puede re-
ducir la aparicion de este sindrome.
El coste de la produccién de embrio-
nes mediante la técnica OPU/PIV
suele ser mas elevado que mediante
la produccién in vivo (Mapletoft y
Hasler, 2003). Ademaés, los embrio-
nes PIV suelen resistir peor los pro-
cesos de congelacion.

La transferencia de embriones pro-
ducidos in vitro se ha visto incremen-
tada en los tltimos afios tanto en ni-
meros brutos como en porcentuales.
Sin embargo, como hemos remarca-
do anteriormente, la mayoria se ha
producido en Brasil, donde produce
un tipo de vacuno, el cebq, que tiene
una eficacia de recuperacion de ooci-
tos muy elevada (aproximadamente
25 por operacion) en comparacion
con las razas lecheras europeas o nor-
teamericanas (aproximadamente 10
por operacion; Galli et al., 2001).



Otras aplicaciones de “

los embriones PIV no
asociadas a la OPU

El coste de la produccion
de embriones mediante la

técnica OPU/PIV suele ser mas

1)- Paliar el descenso de ferti-
lidad por el estrés térmico.
En la revision de De Rensis
y Scaramuzzi (2003) queda
patente en vacuno el efecto
del estrés térmico sobre la
reproduccion y las posibles
estrategias para evitarlo.

El estrés por calor es uno
de los mayores factores causantes
de las bajas fertilidades en los me-
ses de verano. El descenso en las ta-
sas de gestacion durante la estacion
calurosa (que en Espafia, segin re-
giones como en el Levante Espafiol
puede extenderse a 4 meses) puede
variar entre un 20 y un 30% com-
parado con la estacion invernal.

El efecto del estrés por calor en la
fertilidad permanece casi hasta en
otoflo, ya que podria haber un efec-
to posterior del estrés térmico en
los foliculos antrales que se desa-
rrollaran en los foliculos dominan-
tes entre 40 y 50 dias més tarde.
Ademés del efecto del estrés térmi-
co en la expresion de celo y en el eje
hipoéfisis-hipotalamo-ovario, se
produce un fuerte efecto del calor
sobre los gametos, embriones y el
desarrollo folicular (De Rensis y
Scaramuzzi, 2003). Respecto a los
gametos y embriones, el estrés tér-
mico afectaria al ambiente intrau-
terino, disminuyendo el flujo san-
guineo e incrementando la tempe-
ratura uterina, estos cambios afec-
tarfan a los procesos de transporte,
fecundacién y desarrollo embriona-
rio pre-implantacional. Sin embar-
g0, el efecto del estrés térmico dis-
minuiria a medida que avanza el
desarrollo embrionario.

Una estrategia para evitar este des-
censo de fertilidad durante los me-
ses de calor se basa en la transfe-
rencia embrionaria, utilizando esta
técnica para “sortear” los efectos
negativos del estrés térmico sobre
la calidad oocitaria y sobre el desa-
rrollo embrionario. Un estudio re-
ciente de Al-katanani et al., (2002),
mostré como la transferencia em-
brionaria a tiempo fijo mejoraba las
tasas de gestacion en condiciones
de estrés térmico, aunque solo lo
lograron con embriones frescos
(27% vs. 5-7%). Un embridn catalo-

elevado que mediante la

produccion in vivo. Ademas, los
embriones PIV suelen resistir
peor los procesos de congelacion

gado de calidad buena o excelente,
transferido en dia 7, no se veria tan
afectado por parte del estrés térmi-
co como sufren los oocitos y los em-
briones tempranos.

2)- Estudios que necesiten un gran
numero de efectivos (6vulos o em-
briones).

Mediante el uso de la técnica de la
superovulacion, se puede obtener
una media de 5 embriones por
hembra donante pero presenta el
inconveniente de que es un proceso
caro y no se pueden obtener mu-
chos embriones.

Ademés existe una mayor divergen-
cia en el desarrollo embrionario de
los obtenidos in vivo respecto a los
in vitro, ya que de los primeros de-
pende del momento de la ovulacion
y la fecundaci6n, sin embargo, en el
modelo in vitro el momento de la
fecundacion es més preciso y por lo
tanto tiene una mayor sincroniza-
cion (Palma, 2001).

Por ejemplo, el disponer de un gran
numero de embriones a un coste
aceptable permite plantear disefios
mas ambiciosos para testar diver-
sos protocolos de congelaciéon de
embriones. También, la PIV de em-
briones puede servir para testar la
capacidad fecundante de un semen
y asi testar distintos protocolos de
congelacion, u otro tratamiento, de
semen.

Como conclusion, resaltar que la
técnica de PIV de embriones en ga-
nado vacuno tiene un gran potencial,
sin embargo, faltan por resolver al-
gunos problemas, como los que he-
mos comentado anteriormente para
que puedan ser implementados de
forma masiva. En paises como Cana-
dé con explotaciones, en general, de
alto valor genético, se han utilizado

oocitos de matadero para producir
embriones los cuales se exportaban a
otros paises como China para mejo-
rar la calidad genética de su ganade-
ria nacional.

Para algunos autores puede ser una
alternativa a los programas de pro-
duccién in vivo, pero para otros no
esta tan claro, siendo solo ventajosa
para animales de alto valor que son
infértiles o no responden a trata-
mientos de superovulaciéon (Maple-
toft y Hasler, 2003). Van Wagten-
donk-de Leeuw (2006) recomienda
el uso de la OPU/FIV solo a compa-
fifas de genética debido a la baja efi-
cacia y el alto coste de este procedi-
miento. La utilizaciéon de semen se-
xado puede llegar a incrementar el
interés por abaratar el coste de se-
men y paliar los bajos resultados que
se alcanzan con este tipo de semen.

Para las razas indicas, especialmen-
te el Nelore, se ha demostrado que la
OPU-PIV de embriones es més efi-
ciente que la superovulacién y pro-
duccién in vivo de embriones de ahi
su extenso uso en paises como Brasil.
Finalmente, la PIV de embriones de
matadero sigue siendo la alternativa
méas econdémica para producir em-
briones para investigacion.
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