CAPITULO XXV

APLICACION DE BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS
EN LA MEJORA DE LAS GANADERIAS BOVINAS

L. INTRODUCCION
II. PRODUCCION IN VIVO DE EMBRIONES
III. PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

V. ELECCION DEL SEXO
1. Sexado del semen
2. Sexado de los embriones producidos in vitro

V. OTRAS BIOTECNOLOGIAS: Transgénesis y clona-

cién
VI. ACTIVIDAD ACTUAL EN EUROPA

VII. LITERATURA CITADA

Julio de la Fuente Martinez



MEJORA DE LA GANADERIA MESTIZA DE DOBLE PROPOSITO 501
I.  INTRODUCCION

La Transferencia de Embriones (TE) desde hace una serie de afios viene
siendo utilizada como herramienta para acelerar el progreso genético de las
poblaciones animales multiplicando a las hembras superiores, aunque su ma-
yor auge se ha dado en el Sector de produccién lactea bovina, un alto porcen-
taje de las superovulaciones llevadas a cabo en Europa han sido realizadas
sobre bovinos de produccién carnica. Los programas MOET (multiple ovula-
cién y transferencia de embriones) se han puesto en marcha para incremen-
tar los niveles genéticos de las poblaciones bovinas. Los animales nacidos en
el programa son registrados por la Asociacién Nacional y registradas sus pro-
ducciones en el Control Lechero Oficial. Después de un periodo de 8 afios los
animales nacidos de embriones dentro del programa se han colocado en el 2%
mejor de la poblacién bovina espafola en control (226.700 animales).

En los momentos actuales se estd dando un cierto grado de utilizacion
de las técnicas de manipulacién embrionaria, por lo que ya se puede pensar
en introducir en los programas de mejora los embriones producidos in vitro,
con el consiguiente descenso de los costes por embrién transferido y el incre-
mento del nimero de embriones que pueden llegar a obtenerse de una donan-
te determinada. Asociadas a la tecnologia de la fecundacién in viiro se puede
comenzar a pensar en la predeterminacién del sexo de los futuros productos,
hecho de gran importancia tanto desde el punto de vista genético como del
econémico. Otras biotecnologias emergentes y de un gran interés, no solo des-
de la perspectiva de la produccién animal sino también en cuanto a la produc-
cién farmacéutica y clinica humana, son la produccién de animales transgéni-
cos y de clones (originados a partir de células embrionarias y somdticas).

Las estadisticas de la actividad europea en TE de los dltimos anos mues-
tran un crecimiento anual, por lo que se puede decir que las biotecnologias re-
productivas en el ganado bovino no han alcanzado ain su techo y con la utili-
zacién futura de las nuevas tecnologias, los niveles de mejora genética au-
mentaran y con ellos los beneficios obtenidos por los ganaderos. En otros pai-
ses con menores estructuras ganaderas, las biotecnologias reproductivas pue-
den ser una gran ayuda a la hora de planificar producciones futuras, ade-
cuandose de forma rapida y efectiva a entornos cambiantes.

II. "PRODUCCION IN VIVO DE EMBRIONES

En sus comienzos la TE fue utilizada de forma esporadica para multipli-
car los animales superiores, pero desde los trabajos de Nicholas y Smith en
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1983 [72], se ha visto la posibilidad de trabajar de una forma mas concreta en
poblaciones determinadas a través de los denominados Grupos de Muiltiple
Ovulacién y Transferencia de Embriones (Grupos MOET). Los objetivos mar-
cados en el programa se centran en dos direcciones: a) la via macho: para su-
ministrar sementales al programa de testaje en descendencia y b) la via hem-
bra: para proporcionar hembras de reposicién de alto valor genético a los ga-
naderos superovulando a sus mejores animales.

Durante los afios 1990 a 1996 se han superovulado dentro de nuestros
proyectos 637 animales, de los cuales 375 fueron vacas adultas y 262 novillas.
La superovulacién ha sido realizada con diferentes hormonas foliculoestimu-
lantes de origen porcino, ovino y equino, adaptando su dosificacién a la edad y
el estado fisiolégico de cada tipo de animal. La superovulacién se ha realizado
durante cuatro dias en dosis decrecientes y a intervalos de 12 h. (en el caso de
la eCG en una sola inyeccién), comenzéandose entre el dia 9 a 11 después de la
deteccién de un celo natural o provocado. El celo fue inducido con una inyec-
cién de andlogos de la Prostaglandina F, a las 48h de iniciado el tratamiento
superovulatorio. Se realizaron dos inseminaciones artificiales a las 12 y 24
horas de la aparicién del celo en las donantes. Los embriones han sido reco-
lectados por lavado uterino transvaginal en el 7° dia postcelo, siendo manipu-
lados y valorados segun las normas de Sociedad Internacional de TE [42].

Los embriones han sido transferidos en fresco (inmediatamente a su ob-
tencién) o congelados para su posterior transferencia. La congelacién se reali-
z6 en una solucién fosfato-salina (PBS) al 0.4% de albdmina sérica bovina y
1.4M de glicerol 6 1.56M de etilenglicol. Una vez incluidos los embriones en la
solucién de congelaciéon fueron introducidos en pajuelas de inseminacién de
0.25 ml, sometidos al cambio de estado a los -6.5°C y a un descenso de tempe-
ratura de 0.5°C/min. hasta los -35°C, temperatura a la que fueron sumergidos
en nitrégeno liquido para su conservacion. La descongelacién ha sido realiza-
da en tres pasos de concentracién decreciente del crioprotector con la adicién
de 0.3M sacarosa o en un solo paso en 1M sacarosa. Los embriones congelados
con etilenglicol han sido transferidos directamente sin previa dilucién del
crioprotector (TD). La implantacién de los embriones se ha realizado sobre
novillas de 15 a 18 meses de edad, a los 6-7 dias del celo (contando como dia 0
el dia del celo) por via transvaginal previa anestesia epidural y al cuerno ipsi-
lateral del ovario ovulado. Dada la carencia de receptoras en nuestro pais un
reducido nimero de animales fueron transferidos después de haber sido ob-
servado un celo natural. Al resto de los animales se les provocé la aparicién
del celo, bien mediante un tratamiento tradicional con andlogos de la Prosta-
glandina F, o mediante la insercién de un dispositivo intravaginal con 1550
mg de progesterona mas 5 mg de estradiol 17-B y 2 g de Progesterona (im), in-
yectando al 4° dia 1000 UI de eCG y 48h después una dosis de Prostaglandina
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F,.. La seleccién de las novillas ha sido realizada primeramente por la obser-
vacién de las manifestaciones de celos y en el dia de la transferencia median-
te exploracién rectal de los ovarios determinando la existencia de un cuerpo
lateo (CL), utilizando solo aquellos animales calificados con 1 6 2 (baremo de
1 a 3) seguin el tamano y configuracién del CL [73]. En los animales recepto-
res superovulados solo fueron desechados aquellos que presentaron un eleva-
do ndmero de quistes foliculares anovulatorios.

Los resultados obtenidos durante estos afnos han arrojado un promedio
de 6 a 8 embriones totales y de 4 a 5 embriones viables (transferibles) por co-
lecta, alcanzdndose una tasa de viabilidad (emb.viables x 100/emb totales) del
55 al 60%. El promedio de gestaciones en los ultimos tres anos ha sido del
52% (134/258), 56% (159/284) y del 57% (167/294) [23], no encontrandose dife-
rencias significativas entre los diferentes sistemas de sincronizacién de las
receptoras, en los embriones transferidos en fresco o congelados, ni tampoco
entre los descongelados en varios pasos o por TD [17]. Sin embargo, la tasa de
rechazo de animales presentados para su transferencia resulté menor en los
que fueron superovulados [23]. Otros grupos, trabajando igualmente en con-
diciones de campo, han descrito una disminucién del 5% de las gestaciones
obtenidas al transferir embriones directamente [77).

Los resultados reproductivos se corresponden con los promedios obteni-
dos en los diferentes paises europeos (ver mas adelante), mientras que la
aportacién relevante a la cabaria nacional ha sido realizada desde el punto de
vista genético por los animales nacidos dentro del programa, ya que aunque
la via hembra es menos importante en el progreso genético global, es a nivel
de explotacién la que mas interesa al ganadero. As{ en la valoracién genética
de CONAFE de Enero-1997, la media de los indices genéticos de las vacas na-
cidas de TE dentro de los Grupos se encuentra entre el 1.5% de las mejores
vacas de Espana. Sus indices genéticos por grupos, asi como sus datos pro-
ductivos se expresan en los Cuadros 1 y 2. En el Cuadro 1 puede apreciarse
claramente la ventaja que representa trabajar dentro de los Grupos MOET,
frente a la TE individual, ya que los animales nacidos en aquellos se sitian
en el 1.5% mejor de la poblacién, mientras que en el otro caso solo alcanzan el
20% [24).

Igualmente y para los parametros: Indice genético de kilos de leche
(IGKL), de kilos de grasa (IGKG), kilos de proteina (IGKP), indice compuesto
(ICO) y de produccion (ICOP), asi como para la calificacién final (IGCF), todos
los valores de los animales procedentes de TE resultan muy superiores a los
de la poblacién en sus mismas ganaderias y frente a la poblacién de las vacas
en control lechero en el Pais Vasco (23.229 animales) y a la totalidad del resto
de Esparfia (226.693 animales) agrupadas en CONAFE (Cuadro 1).
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CUADRO 1. COMPARACION DE LOS INDICES GENETICOS DE
LOS ANIMALES NACIDOS POR TE.

Explot Vacas IGKL IGKG IGKP ICOP IGCF ICO Mejor

Grupo

MOET -
Todas vacas 35  7.873 237 8.4 6.3 210 0.31 281 40%
Vacas TE 35 92 792 26 24 808 096 1.071 1,5%

No MOET

Todas Vacas 3 90 101 3.7 1.8 59  0.42 146 50%
Vacas TE 3 29 337 12 9 286 083 507 20%
Pais Vasco 23.229 66 2.88 1.27 43 0.15 75 50%
CONAFE 226.693 79 3.68 2.68 94 0.06 126 50%

Datos CONAFE-Enero/97.

En cuanto a las producciones de los animales nacidos de TE dentro de
los Grupos MOET, cabe destacar que producen en promedio 1.010 kg. de le-
che mas que sus compaiieras de establo, 1.816 kg. mas que las hembras en
control del Pais Vasco y 1.239 kg. mas que el promedio nacional. Producen
mas kilos de grasa con un similar porcentaje de grasa. Hoy dia al ser la pro-
tefna el componente mas apreciado por el ganadero, también en este apartado
los animales provenientes de TE de los Grupos MOET ofrecen una mayor ca-
lidad frente a sus companieras (38 Kg.), a las del Pais Vasco (65 Kg.) y a las
del resto del Estado (44 Kg.); también se aprecian ligeramente superiores los
porcentajes de proteina (Cuadro 2).

CUADRO 2. DATOS PRODUCTIVOS EN LACTACION ESTANDAR
(305D) EN LOS GRUPOS MOET.

Kg Leche  Kg Grasa % Grasa Kg Prot % Prot

Vacas TE 8524 315 3.69 270 3.16
Todas vacas 7514 287 3.7 232 3.08
Pais Vasco 6708 252 3.76 205 3.06
CONAFE 7285 264 3.62 116 3.09

Datos CONAFE-Enero/97.
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De los resultados obtenidos durante este periodo de tiempo se puede
concluir que los grupos MOET son la mejor herramienta para potenciar las
posibilidades de mejora genética que ofrece la TE en la actualidad. Dado el
namero de animales con los que se ha trabajado y la repetibilidad y consis-
tencia de los resultados obtenidos, este tipo de esquema podria servir de mo-
delo para otras poblaciones de nimero similar o incluso superior de efectivos.

III PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

La produccioén in vitro de embriones en ganado bovino es un area que ha
experimentado una gran expansién en los dltimos afos, desde que en 1982 se
describiera por primera vez el nacimiento de un ternero a partir de ovocitos
recogidos de matadero, madurados e inseminados en el laboratorio [6], 1o cual
supuso la posibilidad de aprovechar los gametos femeninos a un nivel mayor
que lo permitido por las metodologias desarrolladas hasta la fecha, y hacer de
estos una herramienta dentro de los programas de mejora genética [61]. Asi
mismo permiti6 utilizar un material que hasta ese momento no tenia ninguna
aplicacién. A partir de ese momento, y como consecuencia de la dedicacién de
diferentes grupos investigadores en todo el mundo, se ha logrado la madura-
cién y fecundacién de ovocitos de bovinos con muy variadas metodologias ex-
perimentales y medios de cultivo [28]. Sin embargo, salvo contadas excepcio-
nes, dificilmente se logra sobrepasar el 30-40% de blastocistos a partir de ovo-
citos madurados [87], y en las mejores condiciones y dadas las limitaciones
técnicas actuales, se suele obtener un blastocisto por ovario de matadero , lo
cual es extremadamente limitado si se tiene en cuenta la poblacién de miles
de ovocitos teéricamente disponibles.

Para que esta metodologia sea una herramienta con impacto real a nivel
comercial, ya sea a través de planes de mejora genética, o como medio directo
de produccién, ain hay que solucionar una serie de problemas técnicos. Se ha
escrito mucho sobre los factores limitantes de la metodologia, y aunque estdan
perfectamente identificados, la importancia relativa de uno u otro puede va-
riar de acuerdo con la propia experiencia del laboratorio o las circunstancias
técnicas en las que debe ser aplicada. Ademas los resultados no siempre son
consistentes y hay diversos elementos (raza, individuo) que introducen mucha
variabilidad en el éxito de la técnica de fecundacién in vitro.

Los primeros estudios trataron de recuperar los ovocitos a partir de los
ovarios de forma inmediata para asegurar la maxima viabilidad pensando
que la degeneracién era inmediata. Sin embargo, es posible retrasar este pro-
ceso hasta 8 horas si los ovarios se mantienen a temperatura ambiente [107],
lo que da un buen margen de tiempo cuando el matadero y el laboratorio de
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procesamiento no estan préximos, y con ovarios mantenidos a 30°C la recupe-
racién de los ovocitos a las 4 horas del sacrificio proporciond indices de desa-
rrollo hasta blastocisto incluso mejores que con recuperacién inmediata [4].
Posiblemente un tema mucho mas importante para aumentar la eficacia del
proceso resida en realizar una seleccién de los ovocitos, desechando los que
presenten un cimulo minimo y un citoplasma heterogéneo [37]. La morfolo-
gia de los cimulos no esta determinada intrinsecamente, un aspecto definiti-
vo es el sistema de extraccién de los ovocitos a partir de los foliculos. En prin-
cipio se recurri6 a la diseccién de los ovocitos, aunque el sistema rutinario ac-
tualmente es la aspiraciéon [27]. Recientes estudios han demostrado que facto-
res como el didAmetro de la aguja utilizada o la presién de aspiracién son de-
terminantes de la calidad de los ovocitos obtenidos, y por tanto, de la tasa de
recuperacién global y lo que es mas importante, del nimero de blastocistos
obtenido por ovario aspirado [22].

La fuente mas frecuente de ovocitos proviene de ovarios de matadero,
sobre los cuales se han desarrollado diferentes métodos de coleccion de ovoci-
tos, asi se pueden colectar por medio de una simple aspiracién con aguja y je-
ringa, con la ayuda de una bomba de vacio o por medio de diseccién. Estos
métodos de coleccién de ovocitos solo pueden ser utilizados en animales muer-
tos o por ovariectomia, no siendo obviamente repetibles sobre un mismo ani-
mal. Como sistema alternativo de recuperacién de ovocitos se ha desarrollado
la aspiracién de estos a partir de los ovarios de animales vivos; inicialmente
fueron utilizadas técnicas quirdrgicas como la laparoscopia y la laparotomia
con la desventaja de ser costosas y requerir de un equipo complejo y anestesia
del paciente {16, 85]. Durante la década de los 80 la técnica de ecografia-guia-
da se comenzé a utilizar como método de coleccién de ovocitos en mujeres. Ini-
cialmente se utilizé para guiar una aguja de puncién percutdnea por via tran-
sabdominal [58], mas tarde se la utilizé por via transvesical {100] y finalmen-
te por via transvaginal [108]. Este método fue descrito por primera vez en los
bovinos en 1988 [81], siendo actualmente utilizado por la mayoria de los Cen-
tros para la produccién de embriones in vitro [36].

En un principio la obtencién de ovocitos para FIV se utilizé sobre vacas
problema de alto valor genético [62]. Las candidatas ideales eran todas aque-
llas hembras en las que la superovulaciéon no era factible por diferentes cau-
sas anatémicas (oviductos bloqueados, metritis persistentes) o causas fisiol6-
gicas (vacas viejas o refractarias a los tratamientos de superovulacién). En la
actualidad estas técnicas se estan utilizando sobre vacas con buen estado de
salud y de alto valor genético dado que la coleccién de ovocitos se puede hacer
hasta dos veces por semana [26]. Es también posible realizar la coleccién de
ovocitos de vacas prefiadas durante el primer trimestre de la gestacién sin
trastorno alguno para el feto y sobre vacas en el periodo temprano del post
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parto, ya que los ovarios poseen foliculos que potencialmente se pueden desa-
rrollar hasta estadios de embriones transferibles [49].

Han sido utilizados diferentes tipos y formas de agujas de aspiracidn,
aunque las mas comunmente utilizadas son las de 60 cm de longitud, de 17,
18 6 20G y angulo corto. Se ha de utilizar una bomba de aspiraciéon de presiéon
controlada para producir una presion en el tubo de coleccién con el fin de pro-
vocar un flujo constante de aspiracién por minuto. El porcentaje de ovocitos
colectados por foliculo punzado esta directamente relacionado con la presién
de aspiracion, asi al evaluar diferentes velocidades de flujo (11, 22, 33 y 60
ml/min) con ovarios provenientes de matadero, se demostré que la velocidad
de 22 ml/min era la mas adecuada [13], dando la mayor cantidad y calidad de
ovocitos (valorados segtn el niimero de capas de células de la granulosa).

Los foliculos pueden ser punzados en cualquier momento del ciclo estral,
pero la calidad y cantidad de estos puede variar significativamente dado que
los foliculos disponibles en el ovario es variable a lo largo del ciclo estral. La
cantidad de ovocitos colectados en los animales no estimulados dependera ex-
clusivamente del dia del ciclo del animal (siendo maximo al comienzo de una
onda folicular). No obstante ha sido descrito que los ovocitos de los foliculos
atrésicos o en fase de regresién entran en un proceso de degeneracién o tam-
bién llamado de pseudomaduracién. El nimero de foliculos presentes en el
ovario se puede incrementar con el uso de gonadotropinas foliculo estimulan-
tes (FSH, eCG, etc.). En los animales superovulados se encontraron diferen-
cias significativas en las tasas de coleccién al utilizar FSH durante 3 dias
frente a 12 horas antes de la coleccién y el tratamiento con LH incrementé el
numero de ovocitos colectados por foliculo aspirado (564% sin LH frente al 66%
con LH). La calidad de los ovocitos también se alterd, encontrandose un ma-
yor porcentaje de ovocitos con ciumulos expandido en el grupo con LH [13]. Se
han llevado a cabo dos colecciones semanales con o sin estimulacién hormonal
exégena sin comprometer la fertilidad futura de los animales [96, 98].

Después de una aspiracion folicular los animales muestran ciclos nor-
males pero cuando son sometidos a continuas aspiraciones durante un tiempo
prolongado los ciclos estrales son alterados (de 10 dias o de 25-30 dias), de-
pendiendo de la presencia o ausencia de tejido luteal [98]. Posteriormente a la
aspiracién los ovarios fueron observados por ecografia transrectal aparecien-
do a las 24h pequefias masas altamente ecogénicas dentro de los foliculos, los
cuales se mantuvieron presentes por 3 6 4 dias. Estas masas midieron entre 1
a b mm y aparecieron rodeadas de liquido folicular en cantidad variable. En
las terneras de 6 meses de edad fueron analizadas por cortes histolégicos e in-
terpretadas como hematomas intrafoliculares dado que no produjeron proges-
terona circulante comparadas con los animales control no aspiradoes [13].
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Otros estudios han demostrado un engrosamiento de la cdpsula del ovario y
un aumento del tejido cicatrizal [82, 96].

Dado que los animales gestantes poseen ondas de crecimiento folicular
similares a los animales que no lo estdn [3], producir embriones in vitro a
partir de animales gestantes es una posibilidad tnica que puede realizarse
durante los tres primeros meses de gestacién, dado que posteriormente los
ovarios no son fisicamente accesibles por via transvaginal debido al peso del
feto. La cantidad de ovocitos dependera de la cantidad de foliculos presentes
en el ovario, demostrandose que las vacas respondfan a tratamientos de esti-
mulacién con FSH, de forma que se puede incrementar significativamente la
cantidad de foliculos en el ovario. Sin embargo en este caso es preciso adaptar
las metodologias a la especial idiosincrasia de cada raza, estudiando no solo el
momento y ritmo més adecuado de recuperacién, sino también el entorno en-
docrino que favorece la viabilidad de los ovocitos.

Ademads cuenta con la ventaja de no estar tan limitada por la edad de la
donante o su estado reproductivo [61]. De esta forma es posible no sélo recu-
perar ovocitos de animales impuberes [11, 13], sino también de animales ges-
tantes o incluso infértiles pero con actividad ovarica [54]. Por este sistema
ademds se pueden realizar recuperaciones periédicas aumentando de forma
considerable la aportacién femenina a los planes de mejora genética, especial-
mente en animales que responden de manera limitada a los tratamientos de
superovulacién [10]. La recuperaciéon de razas autdctonas también puede ver-
se favorecida por esta metodologia, ya que permitirda aumentar de forma con-
siderable la fuente de ovocitos que no pueden obtenerse del matadero, por lo
menos en cantidad suficiente.

Cuando aumenta la produccién de ovocitos, sobre todo si se recurre a la
aspiracién transvaginal, surge un nuevo problema, la baja disponibilidad de
receptoras puede significar el desaprovechamiento de los recursos genéticos
obtenidos. Este problema puede abordarse de dos formas diferentes, bien con-
gelando los ovocitos recuperados o los embriones obtenidos por fecundacién in
vitro, la primera posibilidad, aunque de un desarrollo muy limitado en la lite-
ratura cientifica, cuenta con un atractivo adicional sobre la congelacién de
embriones, y es que con la puesta a punto de una metodologia adecuada, se
podria superar la barrera actual de solo disponer de ovocitos de una hembra
durante la vida de esta. Con la congelacién de ovocitos se aumentan conside-
rablemente las herramientas para incrementar la variabilidad genética de
una raza, especialmente cuando sus efectivos son limitados, permitiendo el
intercambio genético con machos de varias generaciones posteriores.

Los estudios previos en este campo indican que aunque posible, la efecti-
vidad es muy baja, con menos del 3% de ovocitos descongelados capaces de de-
sarrollarse hasta blastocistos [67]. Se ha logrado obtener una gestacién a par-
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tir de un ovocito congelado con propanodiol [76], pero est4d ampliamente de-
mostrado que los ovocitos son especialmente sensibles a la disminucién de
temperatura, sin llegar a la congelacién, produciéndose graves alteraciones
estructurales [75]. Normalmente éstas son mas graves cuando se trata de
congelar ovocitos inmaduros (vesicula germinal) que los maduros [21, 56].

Para que la utilizacién de los embriones obtenidos por FIV sea econémi-
camente rentable, es preciso garantizar su conservacién a largo plazo, al
igual que ocurrié con la TE, mejorando su supervivencia a los procesos de
congelacién y descongelacién hasta alcanzar cifras semejantes a las obtenidas
con embriones producidos in vivo. Sin embargo, se ha demostrado como los
embriones producidos in vitro son mas sensibles a las bajas temperaturas que
los producidos in vivo [67]. Una de las diferencias mas evidentes es la sensibi-
lidad de los embriones procedentes de FIV a temperaturas entre 15y 0°C , es-
pecialmente marcada en la fase de mérula. Ningun embrién producido in vi-
tro en esta fase de desarrollo fue capaz de sobrevivir a estas temperaturas,
mientras que los obtenidos in vivo si lo hicieron [83]. Hay otras diferencias
que también condicionan el manejo de estos embriones, la menor densidad de
embriones procedentes de FIV hace que estos floten en soluciones de criopro-
tectores en las que los obtenidos in vivo se hunden rapidamente, lo que apa-
rentemente refleja un contenido relativo de lipidos/proteinas diferente en es-
tos dos tipos de embriones [83].

Afortunadamente la congelabilidad de los embriones producidos in vitro
puede mejorarse, al tratarse de una caracteristica intimamente relacionada
con las condiciones de cultivo in vitro en las que se han generado los embrio-
nes. En particular, el co-cultivo con células BRL o procedentes del oviducto
demuestran un claro efecto beneficioso [69], 1o mismo que el hecho de que los
embriones que muestran un desarrollo mas rapido in vitro, son también los
que sobreviven en mayor medida a la congelacién [68]. La explicacién puede
residir en el hecho de que los embriones desarrollados en presencia de coculti-
vos celulares, son también aquellos que tienen un mayor numero de células
[94]. Sin embargo, la interaccién con cultivos celulares, especialmente cuando
se trata de células oviductales obtenidas también a partir de material de ma-
tadero, tiene unos posibles problemas sanitarios que desaconsejan su utiliza-
cién [91]. En esa ténica, muchos grupos han tratado de identificar medios de-
finidos que soporten un buen desarrollo embrionario eliminando elementos
susceptibles de transmitir agentes patégenos, tanto en el cultivo [18, 79] como
en la congelacién [78].

La especial sensibilidad de los embriones producidos in vitro al enfria-
miento han sugerido que como en el caso de los ovocitos, la vitrificacién puede
ser una alternativa valida [19, 44], pero hay un amplioc margen de mejora
dentro de los sistemas tradicionales de congelacién, ya sea optimizando las
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condiciones de cultivo, o definiendo concentraciones de crioprotectores y siste-
mas de incorporacién y retirada de los mismos en condiciones que disminu-
yan su toxicidad o detectando las fases de desarrollo embrionario mas propi-
cias a la crioconservacion.

En numerosos laboratorios se ha identificado que el origen del semen
constituye uno de los factores limitantes en la estandarizacién de la fecunda-
cién in vitro y la obtencién de un buen desarrollo embrionario [27]. Las varia-
ciones no solo se producen entre animales de diferentes razas sino también
entre individuos de una misma raza [51, 65]. Esto hace que algunos machos
presenten una capacidad fecundante superior a la de otros machos [89]. Es
importante destacar que atin cuando pueda darse igualdad entre toros en los
resultados de fecundacién in vitro, existen claras diferencias entre toros en
relacién al desarrollo posterior de los embriones producidos [40, 89].

Aunque la mejor prueba de la capacidad fecundante de un eyaculado es
la obtencién de gestacién a partir de la inseminacién artificial, es dificil en
muchos casos realizar inseminaciones artificiales en un nimero suficiente de
hembras, y esto sélo se realiza con toros cuyo valor genético justifica una esti-
macién precisa de su capacidad fecundante. Desafortunadamente, esta no es
la situacién de las razas extensivas, ya que en muchos casos es imposible rea-
lizar pruebas de campo extensas. Por esta razén se ha buscado insistente-
mente un test de evaluacién de capacidad fecundante de los espermatozoides
que sirva para predecir esta cualidad de forma real [34]. A lo largo del tiempo
se han desarrollado una variedad de pruebas, aunque sélo dos grupos de en-
sayos han demostrado una correlacién aceptable con la fertilidad. A pesar de
ello, esta correlacién no es constante y es fuente de gran controversia.

El primer grupo de ensayos se basa en métodos que implican la incuba-
cién del espermatozoide con el ovocito o alguno de sus componentes (zona pe-
ldcida, o vitelo). Se ha encontrado una relacién entre los ensayos in vitro y la
fertilidad in vivo [66], pero no estd claro ain si este método serviria para
identificar toros de alta fertilidad. El motivo por el que en algunas ocasiones
no existe buena correlacién entre el test in viiro y la fertilidad in vivo esté re-
lacionado con el hecho de que en muchos casos una menor fertilidad se com-
pensa con un incremento en el numero de espermatozoides utilizados [88].
Esto se ve complicado atin mas por la variabilidad en la metodologia del test
de penetracién homologa utilizada en diversos laboratorios [65], o las diferen-
cias en los sistemas de capacitacién espermadtica, adaptados a toros en parti-
cular, ajustando en cada uno la concentracién de agentes inductores de la ca-
pacitacién, fundamentalmente heparina [87].

Un segundo grupo de pruebas se centran en la evaluacién de dos carac-
teristicas importantes de los espermatozoides: (a) su morfologia y (b) su movi-
lidad. Esta evaluacién ha sido tradicionalmente realizada en forma subjetiva
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y se ha demostrado en bovinos una relacién entre la proporcién de espermato-
zoides normales, espermatozoides con acrosoma intacto, o espermatozoides
méviles, y la fertilidad in vivo [90, 105]. Sin embargo, existe una limitacién
muy importante dada por la naturaleza subjetiva de estas evaluaciones. Por
este motivo, y con el fin de incrementar el poder predictivo de estas pruebas
se han comenzado a utilizar métodos objetivos de evaluacién de la morfologia
v la movilidad espermadticas. Para la morfologia se ha desarrollado software
de andlisis de imagen que de forma manual o automatica mide las dimensio-
nes y la forma de los espermatozoides. En cuanto a la movilidad, también se
encuentran disponibles una variedad de sistemas de analisis por ordenador
de diversos pardametros de movilidad espermatica (velocidad progresiva, am-
plitud del movimiento de cabeza, etc.).

En cuanto a la fertilidad de los sementales utilizados in vitro existen nu-
merosos factores de variabilidad, tanto en la tasa de fecundacién como en la
de produccién de blastocistos, empezando por la raza, el animal, e incluso el
eyaculado concreto [53]. No obstante, se puede llegar a predecir la capacidad
fecundante de un toro mediante repetidos ensayos de FIV. Como se aprecia
en el Cuadro 3, pequefias variaciones en las tasas de no retorno pueden en
ocasiones ser determinadas mediante su estudio por FIV ahorrando el gran
esfuerzo tanto de tiempo como econémico que suponen las pruebas in vivo
realizadas en base a inseminaciones artificiales.

En aquellos sementales de alto valor zootécnico que presenten una baja
fecundidad, esta puede verse incrementada hasta los niveles normales al rea-
lizar una fecundacién en ambientes de baja concentracién de oxigeno (5% O,),
supuestamente debido a la consecuente reduccién del posible dafio oxidativo
originado sobre el esperma [55].

CUADRO 3. DIFERENCIAS ENTRE TOROS AL FECUNDAR IN VI-
TRO E IN VIVO

Toro Replicas Cultivo Divisién (%) Desarrollo Indice De- No Retorno
(%) sarrollo (IA)

1212 891(73.5)" 256 (21.1)° 28.7%" 78% (5.300)
1207  769(63.7)" 170(14.1)" 22.1%" 73% (1.500)
684  405(56.2)° 84(12.3)"° 20.7 %" -
615 269(43.7)° 30(4.9° 112%° -

O o= >

7
7
7
7

avsbvsc P<.001
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IV ELECCION DEL SEXO

‘La capacidad de seleccionar el sexo de las crias en los animales domésti-
cos representa un gran impacto tanto a nivel genético como econémico. En el
momento actual se desarrollan programas comerciales de TE que incluyen el
sexaje de los embriones mediante microbiopsia y utilizando marcadores gené-
ticos que permiten determinar el sexo del futuro individuo, con una fiabilidad
cercana al 100% y una fertilidad del 51% [71, 93]. Estas técnicas aunque de
uso frecuente en algun pafs, originan una elevacion de los costes que solo esta
justificada en determinadas ocasiones, ademds el embrién biopsiado resulta
mas ldbil de tal manera que los resultados de gestacién resultan ligeramente
inferiores y su capacidad para ser conservados en nitrégeno liquido disminu-
ye en comparaciéon con los embriones no manipulados. Estos inconvenientes
pueden ser evitados mediante el sexaje del semen y con la produccién in vitro
de embriones de sexo conocido.

1. SEXADO DEL SEMEN

La separacion selectiva de los espermatozoides de acuerdo a ser portado-
res del cromosoma X 0 Y, es un drea de trabajo muy antigua y de gran contro-
versia en la que no se han conseguido hasta hace relativamente poco tiempo
resultados esperanzadores. Basados en la posibilidad de que la membrana
plasmaética de ambos tipos de espermatozoides fueran antigénicamente dife-
rentes se ha tratado de inactivar los espermatozoides Y con métodos inmuno-
légicos basados en la deteccién del antigeno H-Y, aunque ain no ha podido
demostrarse su efectividad (7, 411. Entre las técnicas fisicas han sido realiza-
dos diferentes estudios basados en la hipétesis de distinciones entre ambos ti-
pos de espermatozoides. Asi, argumentando una diferente densidad se han
utilizado gradientes de Percoll, pero la separacion de los espermatozoides no
se ha mostrado efectiva [95]. Se han utilizado geles de filtracion de Sephadex,
pero los resultados iniciales tampoco han sido confirmados posteriormente
[60]. Basandose en la teoria de que el espermatozoide Y es mas veloz que el X,
la separacién por columnas de albimina estd siendo muy utilizada, sobre
todo en la clinica humana luego de un extenso estudio clinico sobre 1034 naci-
mientos, sin embargo al realizar fecundaciones heterélogas (con ovocitos de-
nudados de hdmster), los cariotipos realizados sobre los embriones fertiliza-
dos no confirmaron los datos anteriores [8].

Basandose en el hecho de que en el bovino (al igual que en otras muchas
especies), el cromosoma X contiene un 3.8% mas de ADN que el cromosoma Y
[43], se han desarrollado adaptaciones de las técnicas de citometria de flujo
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(inicialmente utilizadas para medir células sanguineas), mediante las cuales
se han podido separar las poblaciones de espermatozoides segin el cromoso-
ma sexual que portaran [44]. Esta técnica ha de utilizarse con semen fresco y
es capaz de separar poblaciones con una pureza cercana al 90%, aunque su
velocidad relativamente baja, del orden de 100 espermas por segundo, imposi-
bilita su utilizacién en la inseminacién artificial estandarizada. No obstante,
en un estudio reciente [86], utilizando dosis bajas (1-2x10° spz/0.1 ml) de es-
permatozoides sexados y mantenidos en refrigeracién (5°C) durante 6-13 h, se
obtuvieron un 22.5% (15/67) de partos, alcanzando un 82% de crias del sexo
esperado. Los espermatozoides seleccionados por su sexo son utilizados prefe-
rentemente en fecundacién in viiro, donde se ha llegado a obtener un 37%
(39/106) de gestaciones provenientes de embriones congelados [15].

2.  SEXADO DE LOS EMBRIONES PRODUCIDOS IN VITRO

Los embriones producidos in vitro pueden ser sexados con el analisis por
PCR de una biopsia blastomerica de igual manera que los producidos in vivo,
pero los inconvenientes desde el punto de vista aplicativo, se agravan aun
mas por la labilidad intrinseca de estos embriones [45]. La relacién de sexos
en los embriones obtenidos in vivo es de 1:1 hasta el estado de blastocisto
[46], sin embargo ha sido reportado que en los producidos in viiro los machos
se desarrollan mas rapidamente que las hembras, sugiriéndose un efecto del
ambiente de cultivo sobre este desarrollo [1, 106]. As{ mismo se ha demostra-
do que los embriones hembras son mas susceptibles a inadecuadas condicio-
nes de cultivo y a micromanipulaciones durante su desarrollo, por lo que se
aprecia una perdida preferencial de embriones hembra y por lo tanto un in-
cremento de los machos [26, 30]. Una desproporcién de la relacién de sexos al
nacimiento (mas terneros machos) se ha demostrado al cultivar los embriones
fecundados in vitro en medios de cultivo conteniendo glucosa hasta el estadio
de blastocisto [2, 31]. Aunque el mecanismo que explique estas diferencias no
es aun conocido, pueden ser obviamente corregidas en los sistemas de cultivo
en el caso de desear optimizar el numero de embriones totales obtenidos.

El estado de maduracién del ovocito al momento de la inseminacién pue-
de afectar la proporcién de sexos obtenidos después del cultivo in vitro [20].
Hasta el momento actual no existe evidencia del mecanismo que explique es-
tas variaciones observadas, no obstante, en nuestro laboratorio, hemos podido
estudiar los mecanismos fisiolégicos mediante los cuales la relacién de sexos
podria verse alterada en la fecundacién. Hemos encontrado que al inseminar
ovocitos inmaduros, a las 16 horas (inmediatamente después de la exclusién
del primer cuerpo polar: Grupo 16H) estos son fecundados preferentemente
por espermatozoides X (spz-X), mientras que al realizar las inseminaciones
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sobre ovocitos maduros , a las 24 h de cultivo (Grupo 24H) resultan fecunda-
dos en mayor medida por espermatozoides Y [31], tal como se puede apreciar
en los datos mostrados en el Cuadro 4.

Este hecho podria ser explicado por la teorfa de que el espermatozoide-Y
responde mas deprisa al ambiente de cultivo (esto es a los iones en el presen-
tes), por lo que al inseminar tempranamente muere antes y queda disponible
una mayor proporcién de espermatozoide-X para el momento en el que el ovo-
cito termine su maduracién y estd disponible para la fecundacién. La diferen-
te habilidad para fecundar de cada tipo de espermatozoides podria estar debi-
da, al menos parcialmente, a diferencias intrinsecas en la actividad fisiol6gica
(movilidad/viabilidad o capacitacién/reaccién acrosémica) de los espermato-
zoides antes de la fecundacién. Estudios posteriores permitiran ir aclarando
estos puntos.

V. OTRAS BIOTECNOLOGIAS. Transgénesis y clonacion

Un animal transgénico es aquel que lleva en su genoma moléculas de
ADN fordneo introducidas en el laboratorio. El interés inicial en la produc-
cién de animales transgénicos fue el de incrementar las caracteristicas pro-
ductivas, principalmente la produccién de carne, siendo en el cerdo donde pri-
mero se llevo a cabo por sus caracteristicas de corto intervalo generacional y

CUADRO 4. SEXO Y DESARROLLO DURANTE TRES DIAS DE CUL-
TIVO IN VITRO DE LOS OVOCITOS INSEMINADOS IN
VITRO INMEDIATAMENTE DESPUES DE LA EXCLU-
SION DEL PRIMER CUERPO POLAR (16 H DE MADU-
RACION) Y 8 H DESPUES (24H).

Degenerados 2 - células 4 - células 8- células Total

n (%) n (%) n (%) n (%) A
Grupo 16H 32 (30)° 16 (15) 34 (31) 26 (24)° 108
Machos/Hembras 11/21 4/12 14/20 12/14 41/67
Relacién M/H 0.52 0.33° 0.70 0.86 0.61°
Grupo 24H 11 (11)° 14 (15) 30/31 41 (43)" 96
Machos/Hembras 5/6 9/5 19/11 27/14 60/36
Relacién M/H 0.83 1.80 1.7 1.92° 1.67°

a vs b: P<0.01. c<1 y d>1: P<0.05
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gran camada. Para incrementar el crecimiento porcino se tratd, entre otras
posibilidades, de sobreexpresar la homona de crecimiento [84] consiguiéndose
crecimientos espectaculares, sin embargo los animales producidos padecian
efectos indeseables en su crecimiento y su salud. En los altimos afios y dado
que en los paises desarrollados los productos alimenticios son abundantes y
relativamente baratos, se buscan los altos beneficios derivados de la manu-
facturacion de los alimentos. Es en la produccién de leche donde se encuentra
el mayor potencial, con el potencial afiadido de la excrecién de productos de
interés farmacéutico. Otras aplicaciones de gran interés futuro son las deriva-
das de la modificacién de los antigenos de histocompatibilidad animales con
el objetivo de su indeteccién por el organismo humano y con la finalidad de
ser utilizados como donantes de 6rganos para la especie humana.

Modificacién de la leche: Las técnicas de ADN recombinante son usa-
das para alterar los componentes ldcteos cualitativa y cuantitativamente: a)
para insertar genes reguladores de proteinas para fines médicos y farmacéu-
ticos, y b) para modular la expresién de genes que afectan a los componentes
de la leche destinada al consumo humano. Dentro del primer grupo de aplica-
ciones farmacéuticas los mas relevantes resultan la secuencia génica del fac-
tor IX anticoagulante humano y el gen a-1- antitripsina para el tratamiento
de enfermedades respiratorias [14]. Recientemente se ha descrito la expresién
en la glandula mamaria del Factor VIII de coagulacién [74]. La purificacién
de estos agentes terapéuticos excretados en la leche por los animales transgé-
nicos puede llevar a satisfacer la gran demanda mundial de estos compuestos.

Modificacién de la leche para el incremento de sus cualidades
nutricionales y de la eficiencia en la manufacturacién de sus deriva-
dos: La ingenieria genética ofrece la posibilidad de producir leche de vaca con
alto contenido proteico, leche destinada a la exclusiva produccién de queso,
helados y yoghurt, leches infantiles de reemplazo, asi como a producir cam-
bios en la composicién de la grasa lactea para la disminucién del contenido
graso en la leche producida y el incremento de la relacién de acidos grasos in-
saturados [29].

La composicién de la leche en proteinas esta bien estudiada y su divisién
en proteinas coagulables (que pasan a formar parte de queso) y no coagula-
bles tiene una incidencia econémica clara en la produccién de queso. Parte de
las proteinas de la leche (lactoalbiminas) se pierden con el suero obtenido en
el prensado de la cuajada y solo puede recuperarse produciendo requesén, lo
que encarece el proceso. Otra parte de las proteinas (caseinas) pasan a formar
parte del entramado de caseinatos que retienen la grasa en la coagulacién o
formacién de la cuajada y quedan en el producto final. El elevado rendimiento
lechero que presenta la leche de vaca viene determinado por la composicién
en las caseinas as,, as,, B ¥y, k con sus variantes genéticas a y b. Aunque no
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todas tienen la misma capacidad para coagular y retener los componentes de
la leche, y asi la presencia de exceso de casefna resulta en un incremento sig-
nificativo en la dureza del cuajo y en una menor talla del micelio [32].

De todos los marcadores genéticos usados, se ha demostrado una fuerte
asociacién entre los polimorfismos alélicos encontrados en los genes de la le-
che kappa-caseina (KCN) y beta-lactoglobulina (BLG), tanto para el porcenta-
je de proteina en leche como para las aptitudes tecnolégicas en la produccién
de queso. La beta-lactoglobulina (BLG) es la proteina del suero més abundan-
te y presenta dos variantes genéticas comunes la BLG-A y la BLG-B. La leche
procedente de animales con el alelo A de la BLG tiene mayor produccién y
porcentaje de proteina total. La existencia de los alelos B de la KCN y de la
BLG se han asociado con una alta concentracién de caseinas, con una menor
concentracién de proteinas del suero y con la formacién de un codgulo mas fir-
me debido a una mayor produccién y retencién de caseinas en los procesos de
coagulacién; al producirse unas micelas de muy pequeno tamarfio en la leche
dard lugar a un menor tiempo de accién de la renina (o quimosina) durante
los procesos de coagulacién [35, 63]. De igual manera se describe un incre-
mento del 2% en la produccién de queso [64].

Este apartado ha recibido una atencién menor que el farmacolégico,
aunque desde el punto de vista de la produccién animal resulta mas intere-
sante por repercutir mas directamente sobre los beneficios de las explotacio-
nes, pues la transformacién de la leche de vaca en queso es uno de los méto-
dos que tienen los ganaderos para participar més en el valor afiadido y para
mejorar sus rentas sin necesidad de aumentar el nimero de cabezas o las pro-
ducciones. Sin embargo, la industria lactea no se ha mostrado muy interesa-
da aun en la modificacién de la composicién de la leche de vaca, posiblemente
por las onerosas transformaciones industriales que les acarrearia. As{ mismo
hay que tener en cuenta que en la actualidad para obtener una vaca transgé-
nica se requiere microinyectar un promedio de 1.600 6vulos [98], y que solo el
50% de las crias transgénicas expresaran el transgene, por lo cual el rendi-
miento de las técnicas resulta muy bajo.

La generacién en el laboratorio de animales genéticamente idénticos se
inicio en Cambridge al comienzo de la década de los 80 [102], en base a la
particién por microcirugia de los embriones obtenidos en fase de mdérula o
blastocisto. Por medio de esta técnica se puede aumentar la eficiencia de un
individuo de élite o un factor determinado y asi optimizar los programas de
mejora. El rendimiento de la técnica al partir de embriones de buena calidad
se sitia en el 80% de supervivencia y el 25% de gestaciones gemelares, siendo
necesario dividir 3-4 embriones para conseguir un par de mellizos idénticos
[9]. Esta tecnologia fue incorporada a los programas de mejora de vacuno de
leche con buenos resultados [47], alcanzando unas tasas de gestacién entre el
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50 al 60% [92], aunque en las explotaciones de ganado extensivo se plantea el
problema de los partos dobles con los problemas de manejo que conlleva. No
obstante, los resultados obtenidos sobre receptoras criollas alcanzan niveles
del 53% de gestacién y 22% de partos gemelares [80].

Hace mas de una década que se consiguié la multiplicacién embrionaria
mediante la fusién de una célula embrionaria donante con un citoplasma re-
ceptor proveniente de un 6vulo enucleado [101] y desde entonces han sido nu-
merosos los esfuerzos realizados en esta drea, ya que existen muchos factores
que influencian la eficiencia de este tipo de clonacién, de tal manera que la
proporcién de embriones reconstituidos que son capaces de desarrollarse a
termino no sobrepasa el 5% [103]. Al margen de la gran importancia que re-
presenta el estudio de los mecanismos moleculares que regulan la reprogra-
macién de la expresién génica, la aplicabilidad de estas técnicas resultaba du-
dosa hasta el punto de que diferentes companias comerciales clausuraron su
actividad al inicio de la presente década. Sin embargo, muy recientemente se
ha reabierto este campo al demostrarse la posibilidad de obtener individuos
idénticos a partir de células adultas en fase GO/G1, inicialmente a partir de
células cultivadas procedentes de la glandula mamaria [104] y de células sin
cultivar del cumulus ooforus folicular [97], introducidas en ovocitos enuclea-
dos que son capaces de originar nuevos individuos clénicos. Asi pues, la clona-
cién de individuos adultos de fenotipo conocido ofrece grandes posibilidades
en el campo aplicativo, sobre todo al permitir optimizar los resultados actua-
les multiplicando el reducido nimero de animales transgénicos disponibles
hasta niveles comercialmente aceptables.

VI. ACTIVIDAD ACTUAL EN EUROPA

Durante los ultimos cuatro afnos la actividad desarrollada en Europa en
TE se ha ido incrementando lentamente (Cuadro 5), manteniéndose en segun-
do lugar mundial (detrds de Norteamérica). Los datos son referidos por 19
paises europeos. En el afio 1994 las superovulaciones realizadas lo fueron so-
bre el 64% de los animales de produccién lactea y el 36% de carne, aunque
muy probablemente se estén equiparando en la actualidad.

Los promedios de embriones obtenidos por animal superovulado estan
cercanos a nueve, de los cuales cinco son transferibles (58-61%). Més de
100.000 embriones son transferidos por afio y aproximadamente la mitad de
ellos son congelados-descongelados, en 1997 el 53.5%.

En los ultimos dos afios la Asociacién Europea de Transferencia de Em-
briones (AETE) recopila también las estadisticas relativas a la produccién in
vitro de embriones bovinos, la cual ya representa el 5.8% (7.952 embriones) y
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CUADRO 5. ACTIVIDAD EUROPEA EN TRANSFERENCIA DE EM-
BRIONES

Colectas Emb. Tot Prom. Emb. Prom. % Viab. TE

Viab
1994 22.557 194.589 8.6 115.718 5.1 59% 102.887
1995 25.032 215.046 8.6 125.599 5.0 58%  112.531
1996 24.133 214.323 8.9 129.095 5.3 60%  111.321
1997 26.974 235.586 8.7 145.032 5.4 61% 118.550

De: AETE Statistics 1995-1998.

el 7.3% (11.443) de los embriones producidos, de los cuales se transfirieron el
5.6% (6.621) y el 6.5% (7.748) 138, 391.

De las estadisticas anteriormente expuestas se puede apreciar un claro
incremento en la produccién de animales generados in vitro, no obstante, hay
que tener en cuenta que las gestaciones obtenidas de los embriones produci-
dos in vivo son superiores a las de los embriones-FIV (50-70% vs 40-50%), ba-
jando hasta el 10-40% las obtenidas de embriones congelados-descongelados,
siendo superiores en el inicio de la gestacién (antes del dia 23) pero también
después de los 2 meses (7-24%) [25, 36, 52].

Estas pérdidas en gestacién de los embriones-FIV unidas al incremento
de defectos congénitos (3-5% vs 0.6-2% en IA), incremento del peso al naci-
miento (10% >IA) y por lo tanto distocias y muertes perinatales (9-14% vs
6%IA/TE) [21, 48, 70]; representan los factores limitantes para la expansion
zootécnica de estas tecnologias. Estos problemas provienen de la manipula-
cién in vitro de los gametos, dado que existen grandes diferencias en los re-
sultados obtenidos por diferentes laboratorios [48], por lo que en el futuro cer-
cano han de ser numerosos los trabajos a realizar para tratar de eliminar es-
tas limitaciones.
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