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INTRODUCCION

Las biotecnologias aplicadas a la reproduccion animal inician un crecimiento
vertiginoso a mediados del siglo pasado, cuando en paises de Europa y en los Estados
Unidos se implementa la inseminacion artificial (IA) en un importante ntmero de re-
banos bovinos. Estas tecnologias fueron evolucionando y perfeccionandose gracias a
los avances de la ciencia y de esta forma podemos hablar de transferencia de embrio-
nes, produccion in vitro de embriones y de animales transgénicos ampliamente difun-
didos en el mundo.

Palma y Brem (2001), modificando la clasificacion inicial realizada por Thibier
(1990) establecieron que las biotecnologias surgieron por generaciones. Estos autores
senalan que la primera generacion fue la inseminacion artificial (1908), luego como
segunda generacion aparece el control hormonal del estro y la ovulacidn, la transfe-
rencia de embriones y la congelacion de gametos a partir de 1970. La tercera genera-
cion es el sexado de embriones y espermatozoides y la produccion in vitro de embrio-
nes en 1987. La cuarta generacion es la clonacién de células somaticas en 1997 y por
altimo aparece como quinta generacion la transgénesis en el ano 2000.

Es importante reconocer el gran esfuerzo que tanto a nivel mundial como a ni-
vel nacional los diferentes grupos de investigacion han destinado para que estas bio-
tecnologias permitan en la actualidad aumentar la productividad de las unidades de
produccién, ademas de servir como herramientas en la aplicacion de otras biotecnolo-
gias, realizar seleccion y mejoramiento genético y disminuir la difusién de enferme-
dades entre otras ventajas propias de cada biotecnologia.

En Venezuela, el desarrollo de algunas de estas biotecnologias ha sido interrum-
pido por la falta de control de algunos factores de manejo a nivel de las unidades de pro-
duccion, donde destacan la falta de registros de produccion, adecuados planes alimenti-
cios y sanitarios, un mercado inestable, entre otros, siendo estos factores obligatorios al
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momento de aplicar cualquier biotecnologia. En este capitulo se abordaran algunos
aspectos historicos de las principales biotecnologias desarrolladas en el pais, como la
inseminacidn artificial, la transferencia de embriones y la produccion in vitro de em-
briones.

INSEMINACION ARTIFICIAL (IA)

Desde sus inicios en 1785, la IA ha demostrado ser una herramienta de gran
ayuda en el manejo reproductivo, en especial en el ganado bovino, ya que permite la
utilizacién de machos probados facilitando el proceso genético de los rebafos. Por
otra parte, la IA ayuda a evitar la transmision de enfermedades venéreas, y posee ven-
tajas econdmicas al reducir los costos generados por la estadia de machos en las unida-
des de produccion (Pérez, 2000; Moreno, 2002). Segin Brackett (1998) los mayores
aportes de la IA surgieron a partir de 1940 cuando se desarrollaron y perfeccionaron
técnicas para el manejo de los gametos masculinos. Uno de ellos fue el uso de la vagina
artificial para la extraccion de semen creada por el italiano Lazzaro Spallanzani. En
1948 se comienza a utilizar el electro eyaculador por Laplaud y Cassou y por Thibault
y su grupo (citado por Brackett, 1998).

Luego se enfrent6 un manejo maés eficiente del semen creando los dilutores con
yema de huevo, yema de huevo-citrato y leche descremada de vaca, seguida por la in-
corporacion de antibidticos a los dilutores para evitar la transmision de patdgenos.
Por otra parte, se incorpora el uso de crioprotectores como el glicerol, propilengicol y
etilenglicol para la congelacion del semen diluido en diferentes especies. Finalmente
se perfeccionan los envases para acondicionar el semen y conservar hasta su aplica-
cion, destacan el diseno de Cassou en 1966 denominado “paillette” y los “pellets” (ci-
tado por Brackett, 1998).

En Venezuela la IA se inicia en la década de los afios 40, mediante el uso de se-
men fresco, estableciéndose rutas de inseminacion integradas por fincas cercanas a
los centros donde el Ministerio de Agricultura y Cria (MAC) mantenia toros de razas
puras. A partir de 1960, se introduce el semen congelado lo que permiti6 que la IA se
pudiese practicar en forma rutinaria a nivel de finca (Manual para Practicos Insemi-
nadores, Viateca).

En pequenos rumiantes grandes esfuerzos se vienen realizando en el area de la
IA desde hace varias décadas. Un evento importante que se destaca en el pais es el na-
cimiento del primer cordero (raza Dorper, Peso al nacer: 4800 g) a través de la aplica-
cién de IA via laparoscopica en la Hacienda Santo Domingo en Perija, Zulia (Rodri-
guez-Marquez et al., 2006).

A partir del establecimiento de tratamientos hormonales para controlar el ciclo
estrual y la ovulacion de animales domésticos complementado con el conocimiento
de la dindmica folicular, se ha mejorado la utilizacion de la sincronizacién debido a
que se conoce con mayor exactitud el momento 6ptimo para la IA, evitando los pro-
blemas asociados a la deteccion del celo (Pursley ez al., 1995; Pursley et al., 1997; Hiers
etal., 2003; LeBlanc y Leslie, 2003; Cerri et al., 2004). En vacas Bos indicus y sus mesti-
zos el tamano que alcanza el foliculo ovulatorio varia entre 11 y 13 mm, mientras que
en vacas Bos taurus mide entre 15 y 20 mm (Gutiérrez, 2007).
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En el Cuadro 1 se presenta el porcentaje de prefiez en novillas y vacas de primer
parto en las cuales se aplicaron diferentes tratamientos farmacoldgicos para sincroni-
zar celo y ovulacion. Es evidente una alta variabilidad en la respuesta de los animales a
dichos tratamientos y la factibilidad de aplicar estos métodos para mejorar los indices
reproductivos posparto.

Cuadro 1
Efecto del protocolo de sincronizacion del estro y la ovulacion en el porcentaje
de preiez de novillas y vacas

Protocolo Porcentaje de Prefiez Fuente
Novillas Vacas*

Ovsynch

(GnRH-PGF2¢-GnRH-IATF) 35,1 (N=77) 37,8 (n=156) 0
Control

(PGF2a-PGF2a) 74,4 (N=78)" 38,9 (n=154)
GnRH-PGF2a-MGA - 82 2
Ovsynch

(GnRH-PGF2¢-GnRH-IATF) - 70 (16/23)¢ 3)
Sin tratamiento - 45 (9/20)¢
SelectSynch

(PGF2a-PGF2a- GnRH-PGF2¢-celo T1A) 36 35 @
HeatSynch

(PGF2a-PGF2a- GnRH-ECP-IATF) 40 49
Ovsynch

(GnRH-PGF2¢-GnRH-IA 24 HUI) 50 (7/14)
Ovsynch 5)

(GnRH-PGF2a-GnRH-IA 16 HUI) 45,5 (5/11)
Control 50 (3/12)°
PregnaHeat-E®

Epoca seca > 70 DPP 59,3 (16/27)
PregnaHeat-E®

Epoca seca < 70 DPP 64,7 (11/17) ®)
PregnaHeat-E®

Epoca lluviosa > 70 DPP 55 (11/20)
PregnaHeat-E®

Epoca lluviosa < 70 DPP 87,5 (7/8)

(1) Pursley et al., (1997); (2) Hiers et al. (2003); (3) Sepulveda et al. (2003); (4) Cerri et al. (2004); (5) Gutié-
rrez et al. (2005) y (6) Gutiérrez et al. (2006).

* Las inseminaciones se realizaron luego del periodo de espera voluntario (60-80 dias posparto).

Letras diferentes en columnas indica diferencias significativas. *% <dP<0.01; «'P<0.05.

GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotropina; PGF2a: Hormona Prostaglandina F2a; MGA: Acetato
de Melengestrol; ECP; Ciprionato de Estradiol; IATF: Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo; celo IA:
Deteccidn de Celo e Inseminacion Artificial; PregnaHeat-E: dia 0 Esponja impregnada en medroxi-acetato

de progesterona (MAP) + MAP im. + 17-f estradiol im., dia 6 eCG im., + PGF2¢, dia 8: retiro de esponja,
dia 9 17-B-estradiol y IA por deteccion de celo.



698 / Julio A. Landinez Aponte y Hugo Herndndez-Fonseca

OVULACION MULTIPLE Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
(MOET)

La transferencia de embriones (TE) en ganado bovino da sus primeros pasos en
1950, cuando se obtenian y se transferian embriones por medio de técnicas quirtirgi-
cas, lo que ocasionaba problemas de fertilidad tanto en donadoras como en receptoras
debido a los problemas ocasionados por el largo periodo de tiempo necesario para la
recuperacion de los animales (Hasler, 1992; Hansen y Block, 2004).

Esta biotecnologia se divulga gracias al descubrimiento de la metodologia para
extraer y purificar la hormona foliculo estimulante (FSH), que induce el crecimiento
de un mayor nimero de foliculos ovaricos y de ovocitos ovulados. Esto se traduce en
un mayor nimero de embriones recuperados por lavado uterino (Elsden et al., 1978;
Lacazeet al., 1997; Bols et al., 1997; De Roover et al., 2005). Sin embargo, la respuesta
a los tratamientos de superovulacion varia de forma amplia, siendo necesario ajustar
la dosis de FSH para cada estado y tipo de animal (Hasler, 1992). La recuperacién de
embriones bovinos se realiza comercialmente a partir de la década de los 70 (Hasler,
1992) a pesar que un alto nimero de embriones bovinos se descartaban por no poseer
suficientes receptoras para ser transferidos. Esto conllevo a que se desarrollaran méto-
dos para conservar estos embriones (2-8 células), conservandose los primeros embrio-
nes (murinos) —196°C desde 1972. Estos embriones transferidos a hembras receptoras
permitié obtener las primeras crias de embriones criopreservados (Whittingham et
al., 1972) y el nacimiento del primer becerro proveniente de embriones cripreserva-
dos (Wilmut y Rowson, 1973).

En la actualidad se han desarrollado numerosos procedimientos para criopre-
servar embriones bovinos garantizando altas tasas de sobrevivencia y de preifiez, al
ser descongelados (Seidel, 2006). Entre los procedimientos mas comunes estan la
criopreservacion lenta, rapida y ultrarrapida (vitrificacion) que utilizan una alta
gama de crioprotectores destinados a evitar que el embrién sufra danos por enfria-
miento (cristales de hielo dentro de las células) garantizando la viabilidad del em-
brion (Abe et al., 2005).

En Venezuela los esfuerzos por dominar esta biotecnologia comienzan a partir
de 1979 naciendo la primera cria el ano 1981 (Frosty Zulia) gracias a esfuerzos de los
Prof. Rumualdo Gonzilez y Eleazar Soto (comunicacion personal). Los primeros em-
briones fueron recuperados de vacas Criollo Limonero y transferidos a receptoras
mestizas Cebu x raza lechera), obteniendo 48,6% de de prefiez; los embriones que no
se transfirieron fueron congelados (Gonzélez et al., 1997). Ellos concluyeron que la
técnica de TE era una herramienta efectiva para la difusion y mejoramiento genético
del ganado Criollo Limonero, creando el primer banco de germoplasma de este gana-
do en Venezuela.

Entre 1994 y 1996 se realizé un convenio con la Asociacién de Ganaderos Ro-
mosinuano, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la Universidad
de Florida y la Universidad Central de Venezuela a través del cual se obtuvieron 140
embriones viables de ganado Romosinuano a partir de 45 vacas, los cuales fueron ex-
portados a Estados Unidos; al ser transferidos a receptoras, naciendo 70 crias con 50%
de tasa de parto (Fernandez, 2000).
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En el Cuadro 2 se presentan algunos resultados de tasa de prefiez y tasa de parto
encontrados en diversos trabajos de investigacion, en los cuales se utilizan embriones
bovinos producidos por protocolos de superovulacion y transferidos frescos o conge-
lado. Se puede evidenciar la eficiencia de la técnica, lo que genera la posibilidad de
crear bancos de embriones provenientes de animales elites.

Cuadro 2
Tasas de prefez y tasas de parto obtenidas por transferencias de embriones
en diferentes estudios seleccionados para ilustrar le eficiencia de la técnica

Estado Embrién Nimero de  Tasade Preiiez Tasa de Parto Fuente
del Animal Transferido Vacas (%) 40-60 d* (%)
Produccién de leche
Vaca lactando Fresco 199 53,7 W
Vaca seca Fresco 444 59,7
Novilla Fresco 677 63,1
Produccién de leche**
Vaca Congelado 482 28,9 )
Novilla Congelado 791 46,2
Produccién de leche
Vaca Fresco 844 52,8
Novilla Fresco 6612 70,5 3)
Vaca Congelado 518 47,1
Novilla Congelado 3477 60,9
Holstein
Vaca Lactando Fresco 82 50,0 48,8
Novilla Fresco 46 58,7 52,2 @)
Vaca Lactando Congelado 83 34,9 28,9
Novilla Congelado 196 50,5 48,5
Holstein
Lactando Invierno Congelado 140 44,3 5)
Lactando Verano Congelado 41 34,2
Criollo Limonero
Vacas Congelado 60 48,3 ©

(1) Pursley et al. (1997); (2) Jordan et al. (2002); (3) Hiers et al. (2003); (4) Sepulveda ez al. (2003 ); (5) Cerri et
al. (2004) y (6) Gonzalez et al. (1997).

* Las inseminaciones se realizaron luego del periodo de espera voluntario (60-80 dias posparto).
Letras diferentes en columnas indica diferencias significativas. % <d P<0.01; ¢f P<0.05.

GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotropina; PGF2a: Hormona Prostaglandina F2a; MGA: Acetato
de Melengestrol; ECP; Ciprionato de Estradiol; IATF: Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo; celo IA:
Deteccién de Celo e Inseminacién Artificial.



700 | Fulio A. Landinez Aponte y Hugo Herndndes-Fonseca
FECUNDACION IN VITRO (FIV)

El nacimiento del primer becerro por FIV mostr6 la factibilidad de esta tecnolo-
gia que ofrece grandes perspectivas, ya que permite extender la vida atil de animales
de alto valor genético al obtener sus ovocitos en cualquier estado fisioldgico, los cuales
pueden ser madurados, fecundados para luego cultivar los cigotos formados hasta eta-
pas donde puedan ser transferidos a una receptora o congelarlos para su posterior uti-
lizacion (Brackett et al., 1982). Ademas se pueden incluir animales jovenes o adultos
con problemas de infertilidad causados por algin patégeno o trastorno en el tracto re-
productivo.

Esta técnica ofrece diferentes ventajas entre las que destaca el servir de base para
otras biotecnologias como la clonacion y la transgenesis. Ademas la FIV permite la
utilizacion mas eficiente de los gametos masculinos y femeninos (Smidt y Niemann,
1999). Por otra parte, sefiala que la produccion de embriones in vitro juega un papel
importante en los sistemas de produccién de leche y carne, ya que permite una mejora
genética, al poder producir gran cantidad de embriones en periodos de tiempo relati-
vamente cortos (Hansen, 2006). Asimismo permite seleccionar animales de alto valor
genético, siendo una prueba eficiente de la fertilidad del macho, al permitir identifi-
car individuos que producen embriones con alta competencia para desarrollarse hasta
las etapas de blastocisto).

Se ha reportado el uso potencial de la FIV en la construccion de bancos de ger-
moplasma con embriones viables congelados de animales de alto valor genético o de
especies autoctonas (Pukazhenthi y Wildt, 2004). De igual manera, resalta la posibili-
dad de utilizar la técnica como “rescate genético”, al poder madurar y fecundar ovoci-
tos de animales de alto valor genético que deben ser sacrificados antes de tiempo debi-
do a problemas reproductivos y enfermedades no hereditarias o de animales que ya
cumplieron su vida productiva (Galli et al., 2003).

La FIV podra ser aplicada en beneficio del productor, al demostrar que es una
tecnologia eficiente, adaptable a sus necesidades y cuyo producto genere beneficios,
que justifiquen los costos de su aplicacion (Hernandez, 2002). Para poder aplicar de
manera adecuada la FIV hay que superar limitaciones en la calidad de los embriones,
como son la baja tasa de sobrevivencia embrionaria y la baja resistencia a la congela-
cién, las cuales son producto de una expresion genética alterada por las condiciones in
vitro en las que son producidos estos embriones (Wrenzyki et al., 1996).

Inicialmente la técnica FIV consistia en la recuperacion de ovocitos a partir de
ovarios obtenidos en mataderos, obteniendo entre 2-4 embriones viables por vaca;
luego surge la utilizacién de protocolos de estimulacion de foliculos ovaricos y la aspi-
racion por via transvaginal de foliculos antrales con una aguja guiada por ultrasonido
en donadoras vivas de alto valor genético (Galli et al., 2003). La utilizacion de la técni-
ca OPU (del Ingles: Ovum Pick Up) reportado desde 1988 (Pieterse et al., 1988) per-
mite la recuperacion de ovocitos a partir de animales vivos en cualquier estado fisiol6-
gico, incluso en becerras y animales gestantes hasta de 3 meses. Luego los ovocitos re-
colectados son madurados, fecundados y los embriones obtenidos cultivados in vitro
(Pieterse et al., 1991; Kruip et al., 1993; Meintjes et al., 1993).
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Los resultados obtenidos con la utilizacién de esta tecnologia varian amplia-
mente entre los laboratorios, debido a que hay diferentes protocolos de FIV (Hernéan-
dez, 2005); ademads existen diferentes medios y condiciones de cultivo (pH, tempera-
tura, concentraciones de O,, CO, y N, humedad). También influyen las diferentes
formas de obtener los ovocitos (ovarios de matadero u OPU), a la vez que se ha sefala-
do que las tasas de prefiez, tasas de parto y pesos al nacer de los becerros varian amplia-
mente entre los diferentes grupos de investigacion y los tratamientos que aplican para
producir los embriones (Hansen y Block, 2004).

Como se mencioné en la TE, los procedimientos de criopreservacion han sido
empleados para poder almacenar embriones in vitro, para ser utilizarlos en el momen-
to adecuado (Donnay et al., 1998; Galli et al., 2003; Hansen, 2006). En el Cuadro 3 se
presentan los resultados obtenidos en diferentes trabajos en la tasas de division em-
brionaria y de formacion de mérula y blastocistos, donde se evidencia la fluctuacién
en cuanto a los resultados de los diversos laboratorios y las posibilidades de la biotec-
nologia para producir masivamente embriones que seran utilizados en los sistemas de
produccién con bovinos.

Cuadro 3
Tasa de division, formaciéon de moérula y blastocitos (%) de embriones
producidos in vitro

Tratamiento Numero de Tasa de Morula (%) Blastocisto Fuente
Ovocitos Division (%) (%)
TCM-199 126 50 (39,7) 10 (7,9) W
TCM-199 + LH 181 133 (73,5)° 51 (28,2)d
Control* 139 87 (62,6)° 54 (38,8)° 39 (28,1)
2h, 36°C 126 72 (60,0) 46 (38,3)° 32(26,7)
2h,5°C 126 60 (47,6)4 31 (24,6)4 19 (15,1)¢
OPU 1/sem 30 15 (50,0) - 8(26,7) )
OPU 1/sem + FsH 33 19 (57,6) - 10 (30,3)
OPU 2/sem 30 198 (63,3) - 8 (26,7)
OPU 2/sem + FSH 27 87 (29,6) - 0
Ovarios Matadero
TCM-199 10118 62¢ - 26°
Menzo-B2 5653 734 - 364
OPU ®
TCM199 1939 57 - 21
Menezo-B2 1640 56 - 22
MIV-CYS 333 241 (72,4+4,1) - 51 (15,3+1,3)¢ @
MIV + CYS 322 249 (77,3%2,5) - 66 (20,5+0,9)4

(1) Zuelke y Brackett (1990); (2) Goto et al. (1995); (3) Merton ez al. (2003); (4) Balasubramanian y Rho (2007).
Letras diferentes indican diferencia significativa, ** P<0,01; <f P<0,05.

TCM-199: Medio de cultivo Tisular 199 (medio de maduracion de ovocitos); MIV: Maduracién in vitro de
ovocitos; OPU: Ovum Pick up; CYS: Cisteina; Menezo-B2: Medio de cultivo de ovocito; Control*: Ovoci-
tos madurados inmediatamente después de la extraccion.
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En el Cuadro 4 se presentan los resultados de tasas de prefiez, tasas de parto y pe-
sos al nacer de los becerros producidos iz vitro donde se evidencia la variabilidad entre
los diferentes trabajos de investigacion. La obtencion de tasas de prefiez y partos satis-
factorias, indican la factibilidad de utilizar la FIV en el mejoramiento genético del ga-
nado bovino.

Cuadro 4
Resultados de tasas de preiiez, tasas de parto y pesos al nacer de becerros
producidos in vitro

Tratamiento Nimero de Tasa Prenez Tasa Parto Peso al Nacer Fuente
Embriones (%) (%) Kg
MIV (horas)
18 18 9/18(50,0)® 7/9 (77,8) 24,6 = 0,5 )
24 30 9/30 (30,0) 7/9 (77,8) 32,0 = 2,2b
KSOM 5% O, 26 12 (46,15) 10 (38,5) 36,7 = 1,8
KSOM 20% O, 25 14 (56,0) 11 (44,0) 444 + 1,7 2
SOF, 5% O, 24 9 (37,5) 8(33,3) 41,8 + 2,0
SOF, 20% O, 24 9 (37,5) 6(25) 41,7+ 2,3
SOF 44 24,24 (7/23) 46,28 + 1,42 3
SOF + Suero 24 30,43 (8/33) 46,86 + 2,04

(1) Park et al. (2005); (2) Fischer-Brown ez al, (2005)" (3) Nava et al. (2005).
Letras diferentes entre columnas indica diferencias significativas. **P <0,05.
*En este trabajo dos becerros murieron por sofocacion, causada por la distocia, los becerros pesaron 50 y 54 kg.

MIV: Maduracion in vitro de ovocitos; KSOM: Medio Optimizado con Potasio Simple (Utilizado en culti-
vo de embriones); SOF: Medio Fluido Sintético de Oviducto (Utilizado en cultivo de embriones).

En Venezuela desde hace algunos anos se viene trabajando en esta biotecnolo-
gia, resultando en el nacimiento de los primeros becerros in vitro gracias a esfuerzos de
equipos nacionales, los cuales se resumen el Cuadro 5.

Cuadro 5
Resumen de los primeros becerros in vitro en el pais

Equipo de Investigacion

Método de Obtencion

Resultado

Pacheco Luis (Venezuela);
C. Galli (Italia)
Comunicacion personal

Hernindez, LUZ,
VIATECA, University of
Georgia

Kowalski, UCLA

Madurado y fecundado in vitro, y cul-
tivado in vivo en el exterior y transfe-
rido en Venezuela

Embriones congelados producidos in
vitro en Estados Unidos, transferidos
en Venezuela

Embriones frescos y congelados pro-
ducidos in vitro y transferidos en Ve-
nezuela

Nacimientos no reportados de algu-
nos becerros, fecundados in vitro y
cultivados en oviducto de ovejas.

Mas de 55 becerros nacidos, entre los
cuales se encuentra Chinco, primer
becerro producido totalmente in vitro.

Varias decenas de becerros nacidos
entre los que se encuentra Eva, pri-
mera becerra nacida por FIV-utili-
zando semen sexado
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CONCLUSION

Desde hace mas de 40 anos, investigadores venezolanos han impulsado el desa-
rrollo y establecimiento de diversas biotecnologias aplicadas a la reproduccién ani-
mal en el pais. Entre ellas se encuentran algunas de las tecnologias revisadas en este
capitulo. En algunos casos la industria ganadera y la investigacion cientifica han lo-
grado beneficios de algunas de las ventajas innatas de cada técnica. Es importante
conservar una memoria escrita de los esfuerzos y eventos mas resaltantes que nos per-
mitan recapitular sobre los errores, aciertos y a la vez nos permitan valorar la factibili-
dad de su aplicacién. Hemos llegado a la conclusion, que la mayoria de estas tecnolo-
gias son aplicables en el entorno de la produccion bovina nacional, ademas de permi-
tirnos mantener controlada la brecha tecnoldgica entre los paises desarrollados y
nuestros paises.
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