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I.  INTRODUCCION.

El principal objetivo de un rebafio lechero es aumentar los kilos de le-
che, grasa y proteina que pueden ser producidos en cada lactacién por un
animal dentro de su medio ambiente. Para conseguir incrementar y/o man-
tener el nivel de produccién de los descendientes de los animales actual-
mente en produccién, como primera medida hay que determinar con exac-
titud sus producciones y con la ayuda de la informacién genealégica deter-
minar los indices genéticos. Estos indices aportan una prediccién de la ca-
pacidad de produccién de un animal determinado, asi como de la probabi-
lidad de transmisién a sus descendientes de esa capacidad de produccién.

Cuando las condiciones de manejo permiten la suplementacién de la
racién con alimentos concentrados se puede establecer una especializacion
en la produccién hacia la carne o hacia la leche. No obstante, y atin incluso
en rebafios altamente especializados siempre hay una produccién comple-
mentaria a la especializacién; en rebafios de leche la produccion de terne-
ros y de terneras que no son para reposicion propia; y mas importante ain
en rebafios de carne, la produccién lictea para el amamantamiento. As{
pues no hay que olvidar el hecho de la constante presencia del doble pro-
pésito, aunque los pesos especificos de cada una puedan tener porcentual-
mente un mayor o menor valor, segin las condiciones de explotacién.

Una vez identificados los animales genéticamente superiores hay que
tratar de reproducirlos y para ello a través de los afos se han ido desarro-
llando técnicas de reproduccion asistida con el tnico fin de potenciar la
utilizacién y difusién de los genes mejoradores.

La reproduccion asistida en los bévidos tiene su origen en el descu-
brimiento del espermatozoide en el liquido seminal por Ham en 1677 (44).
Posteriormente la innovacién metodolégica que permiti6 la verdadera difu-
sién y utilizaciéon de la IA a escala mundial fue la aportada por Polge y
Rowson en 1952 (74), quienes al incluir el glicerol en el diluyente de con-
servacién del esperma consiguieron su congelacién sin excesiva pérdida de
la capacidad fecundante. Mediante el uso generalizado de esta tecnologia
se ha facilitado una rapida y gran difusién de los toros genéticamente supe-
riores a través de la Inseminacién Artificial (IA).

La manipulacién de los primeros estadios del desarrollo embrionario
de los mamiferos se inicié con los trabajos de W. Heape en 1890 (49).
Desde aquel primer trabajo los objetivos y finalidades han sido muy varia-
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dos; desde los estudios puntuales para el esclarecimiento de los fenémenos
fisiolégicos y el incremento de las producciones animales, hasta la multi-
plicacién y conservacién de especies en peligro de extincion. Las expe-
riencias realizadas en este area han servido como modelo biol6gico para la
extrapolacién de los resultados a la reproduccién asistida humana. Sin em-
bargo después de conseguida la congelacién de los embriones bovinos por
Wilmut (89), en las Gltimas décadas son los aspectos productivos los que
han proporcionado un mayor impulso y desarrollo de las técnicas de mani-
pulacién embrionaria y es en el ganado lechero donde més se han desarro-
llado .y difundido. Con el fin de aprovechar la via hembra se desarrollaron
las técnicas de manipulacién y Transferencia de Embriones (TE), cuya di-
fusién y utilizacién es reconocida en la practica totalidad de los paises con
ganaderfas desarrolladas de alta produccién y se va implementando en
aquellas que desean una mejora productiva de sus rebafios.

En el momento actual y para tratar de evitar los problemas insolubles
originados por la gran variabilidad en la respuesta superovulatoria de las
hembras donantes, se han desarrollado una nueva serie de biotecnologias
reproductivas encaminadas a la produccién masiva in vitro de embriones
bovinos, agrupadas bajo el nombre genérico de Fertilizacién In Vitro
(FIV). Los primeros trabajos realizados sobre maduracién in vitro de ovo-
citos bovinos se remontan al afio 1965 (27), pero es en el afio 1981 cuando
Brackett (10) obtiene el primer ternero nacido a partir de ovocitos madura-
dos in vitro y producido mediante FIV.

En numerosos paises (Inglaterra, Canad4, Dinamarca, Alemania, Ho-
landa y Espafia entre otros) se han implementado los denominados grupos
de Ovulacién Miuiltiple y Transferencia de Embriones (MOET) (60) con el
objeto de acelerar e incrementar la seleccién y mejora genética tanto en ga-
nado de carne como de leche. Existen en la actualidad diferentes modelos
de MOET segiin el tipo de animales implicados, adulto o juvenil, asi como
segiin la procedencia de los embriones, abierto o cerrado (3). Cualquiera
que sea la estructura de los grupos MOET estos ofrecen un medio eficaz
para mejorar rapidamente las producciones de una ganaderfa pura o mesti-
za, y asf aplicando las metodologias reproductivas (TE y FIV) dentro de
ganaderias especializadas y con animales de alta calidad genética, se puede
llegar a constituir un nicleo de difusién de genes mejoradores para otras
ganaderifas menos productivas (a través de la IA y de la TE), ya que segin
Vaccaro (83): a pesar de la dificultad para efectuar las pruebas de progenie
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en el clima tropical, no debe ser problematica la seleccién de vacas élite a
usar como madres de futuros sementales.

II. METODOLOGIAS

Las principales metodologias involucradas en los grupos MOET son
la IA y la TE, aunque en la actualidad también la FIV estd tomando un
gran auge. Otras tecnologias como la particién y el sexage de los embrio-
nes pueden ser eventualmente utilizadas en circunstancias y situaciones
concretas.

2.1. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES.

La TE es una técnica reproductiva que basicamente consiste en la de-
posicién de un embrién (en sus primeros estadios de desarrollo) recupera-
do del tracto genital de una hembra (donante) en el de otra (receptora) para
su posterior gestacion y parto. Desde el punto de vista metodolégico la TE
es sencilla en su concepto pero compleja en cuanto a su realizacién, debido
principalmente al gran mimero de factores que inciden sobre ella y la nece-
sidad de una serie de pasos precisos y consecutivos, de cada uno de los
cuales dependeri el éxito o fracaso final de la técnica.

Debido a los altos costes que implica su realizacién, resulta evidente
que uno de los factores mas importantes a tener en cuenta es la eleccién de
las hembras donantes. Para la seleccion de los animales donantes se han de
seguir dos criterios consecutivos, el primero genético y el segundo repro-
ductivo. Bajo el punto de vista genético es importante resaltar que la elec-
cién no debe ser realizada unicamente en funcién del nivel de produccién
de cada individuo, ya que no necesariamente este serd transmisible a la
descendencia. Por lo tanto, el tnico criterio fiable es el indice genético, el
cual se obtiene en funcién de la produccién lactea medida por el control le-
chero (los kilogramos de leche, proteina y de grasa producidos, desligando
la parte ambiental de la parte genética o transmisible de la produccion) y la
genealogia.

Una vez elegidas las hembras genéticamente superiores se ha de reali-
zar una nueva seleccién bajo el punto de vista reproductivo, para lo cual se
han de tener en cuenta diferentes extremos, los mas importantes son:
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- Ausencia de antecedentes patolégicos anteriores como abortos, re-
tenciones placentarias y quistes, ya que reducen la probabilidad de una
produccion éptima de embriones (43,41). Es deseable que los animales
propuestos para la superovulacién no presenten una media superior a las
dos inseminaciones por gestacion.

- Existencia de ciclicidad anterior a la superovulacién: Con el fin de
tener la seguridad de que se ha restablecido la funcién ovérica normal, se
deberdn detectar 2-3 ciclos sexuales completos y regulares después del
parto.

La preseleccién reproductiva intensa de los animales destinados a do-
nar embriones es muy importante, pues disminuye la incidencia del nime-
ro de hembras que no responden a los tratamientos superovulatorios y me-
joran la respuesta media del nimero de embriones viables o transferibles
de un programa de TE. Asi mismo, es importante someter a los animales a
una alimentacién equilibrada y realizar el tratamiento urgente de infeccio-
nes y enfermedades metabdlicas en el postparto, ya que pueden tener un
efecto residual sobre la respuesta superovulatoria meses después.

- Superovulaciéon de donantes:

El objetivo de los tratamientos superovulatorios es provocar en la
hembra un elevado nimero de ovulaciones, con el fin de conseguir el mé-
ximo nimero de embriones fertilizados y desarrollados en un solo ciclo se-
xual. Este propésito puede ser conseguido mediante la utilizacién de dife-
rentes hormonas gonadotropas, siendo las mas utilizadas la gonadotropina
coriénica equina (eCG), la gonadotropina menopausica humana (HMG) y
la hormona foliculo estimulante (FSH), de la cual existen numerosos pro-
ductos comerciales en el mercado que proceden de diversos origenes. Ge-
neralmente se acepta que la estimulacién con FSH resulta superior a la re-
alizada con eCG (67,19), debido principalmente a su excesiva vida media.
Para evitar este efecto pernicioso se han utilizado anticuerpos monoclona-
les anti-eCG, inyectados en el momento de la primera inseminacin
(26,21) con los que se consiguieron respuestas similares a las obtenidas
con FSH. El factor limitante mas importante que afecta a los resultados de
la superovulacién es la variabilidad individual en la respuesta superovula-
toria a las gonadotropinas exégenas, de tal manera que los rangos de res-
puesta varian de 0 a 50 embriones, mientras que las tasas de viabilidad se
sitian entre el 0% y 100% de los embriones recogidos de una donante, in-
dependientemente de la hormona utilizada (46).
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Otros factores que afectan a la superovulacién son: la edad, el mo-
mento de la superovulacién, el tipo de hormona y la dosis empleada, asi
como el lote de fabricaciéon de algunas de ellas. La edad 6ptima para la su-
perovulacién (en ganado Holstein) se sitia en los 3-4 partos, descendiendo
la respuesta embrionaria tanto en cantidad como en calidad a medida que
aumenta la edad, encontrandose el punto de inflexién en los diez afios, des-
pués de los cuales las respuestas comienzan a descender progresivamente a
gran velocidad (59,51). La superovulacién se ha de comenzar durante la
fase luteal del ciclo sexual. Actualmente, mediante técnicas ecogrificas se
han podido poner de manifiesto los cambios ovdricos en el ciclo sexual y
durante la superovulacién (31), evidencidndose una correlacién entre el
nimero de foliculos medianos y el de los embriones recogidos. De igual
manera se ha puesto de evidencia que la existencia de un foliculo domi-
nante al inicio de la estimulacién reduce significativamente la respuesta
superovulatoria obtenida. Existen diferentes caminos para controlar el de-
sarrollo folicular, hasta el momento actual se han empleado diferentes téc-
nicas para eliminar el efecto depresivo del foliculo dominante sobre la su-
perovulacién. La electrocauterizacién del foliculo dominante durante su
fase de crecimiento (2) y la aspiracién transvaginal ultrasonogrifica (6)
son seguidas por una descarga de FSH endégena y por la emergencia de
una nueva oleada de crecimiento folicular 1.5 a 2 dias después del trata-
miento. Los tratamientos con hCG (75) o con GnRH (65) han demostrado
ser capaces de inducir luteinizacién folicular y ovulacion, seguidos de una
nueva oleada folicular. Los tratamientos con progesterona se ha demostra-
do que son capaces de suprimir el crecimiento folicular de forma dosis de-
pendiente y de inducir asi mismo un nuevo desarrollo folicular (1,14). La
administracién exégena de estradiol induce atresia folicular y suprime la
secrecion gonadotréfica; especialmente cuando es administrado en la fase
luteal (9). Los estudios realizados con la utilizacién conjunta de implantes
de progestagenos y estradiol sobre la dindmica folicular han mostrado que
el estradiol ex6geno suprime el crecimiento del foliculo dominante, cual-
quiera que sea el estado folicular (de crecimiento, esttico o regresivo) y
que ademds es seguido de forma consistente por el reinicio de un nuevo
crecimiento folicular que en promedio aparece en 4.3 dias posteriores (7).

- Manipulacién de embriones:

La mayorfa de los procesos de recogida, manipulacién y transferencia
de los embriones eran muy complejos hace dos décadas, actualmente se
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han simplificado de tal manera que después de un entrenamiento adecuado
pueden ser realizados de forma rutinaria.

Una vez inseminadas las hembras donantes, entre el sexto y octavo
dia se procede a la obtencién de los embriones producidos, ya que antes de
este momento algunos embriones pueden permanecer atin en los oviductos
(69). Después de recuperado el medio de lavado los embriones deben ser
aislados del volumen total, utilizando diversos métodos de filtracién y dre-
naje, para poder realizar su evaluacién morfolégica y asi poder determinar
su utilizacién posterior. Segiin los criterios descritos por la Sociedad Inter-
nacional de Transferencia de Embriones (IETS) los embriones han de ser
catalogados de acuerdo a su estadio de desarrollo, nombréandoles del 1 (es-
tadio de una célula) al 9 (estadio de blastocisto eclosionado), y segin su
calidad: excelente (=1), bueno (=2), regular (=3) y degenerado (=4).

Una vez que se ha realizado el diagnéstico morfolégico y se han de-
terminado los embriones capaces de proseguir su desarrollo, se puede pro-
ceder a su manipulacién, para posteriormente ser transferidos a hembras
receptoras. En la actualidad, en condiciones de campo, se puede llevar a
cabo la congelacion y particién de los embriones. Cuando se dispone de un
laboratorio adecuado se puede determinar el sexo (82).

- Conservacion:

Los embriones pueden ser conservados a bajas temperaturas (0-4 °C)
sin que se aprecie una pérdida de viabilidad en las primeras 24 horas, de-
creciendo en un 50% a las 48 h. y haciéndose nula a las 120 h. (61). Por lo
tanto, sin duda alguna la congelacién es la metodologia de eleccién para la
conservacion y transporte a largas distancias.

Antes de ser congelados los embriones han de ser protegidos con
crioprotectores que eviten la formacién de cristales intracelulares durante
su enfriamiento. La velocidad de congelacion y la temperatura de inmer-
sién son variables estrechamente correlacionadas, de modo que el descen-
5o lento de la temperatura (0.3°- 0.5 °C/min) permite realizar la inmersién
en nitrégeno liquido a temperaturas comprendidas entre los -30° a -40 °C,
de tal forma que sea posible la descongelacion rapida de los embriones (~
500 °C/min) de manera similar a la realizada con el semen (77,78). Para
conseguir velocidades rdpidas de congelacion, se utilizan altas concentra-
ciones de crioprotectores (3 molar) que permitan lograr reducciones drésti-
cas del volumen celular a temperatura ambiente, semejantes a las conse-
guidas mediante el descenso progresivo de la temperatura (64). Este proce-
so es el denominado vitrificacién, en el cual las altas concentraciones de
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crioprotectores solidifican durante el enfriamiento sin formar cristales de
hielo (79,58). Hasta el momento los ensayos realizados con esta metodolo-
gia han tenido un éxito reducido (85).

Para evitar el efecto toéxico que sobre los embriones ejercen los crio-
protectores estos han de ser retirados lo mas rdpidamente posible después
de la descongelacion. La retirada del crioprotector suele ser realizada en
tres pasos, mediante la inclusién de los embriones en concentraciones de-
crecientes (6%, 3% y 0%) del mismo, complementadas con sacarosa 0.3
molar. La retirada del crioprotector con estos pasos obliga a la visualiza-
cién bajo estereoscopio de los embriones descongelados, aunque actual-
mente se estd imponiendo la utilizacién de crioprotectores que permitan la
transferencia directa sin necesidad de extraer a los embriones de la pajuela
en la que fueron congelados, de manera similar a como se realiza con el se-
men (55).

- Transferencia a receptoras:

La fertilidad es el diagnéstico més fiable de la viabilidad embrionaria,
ademaés de ser el objetivo dltimo de cualquier técnica artificial de repro-
duccién. En ella interfieren una serie de factores que conciernen al tipo de
técnicas empleadas para la transferencia y sincronizacién entre donantes y
receptoras, al embrién y a la receptora. El embridn, al ser transferido, ha de
encontrar un ambiente uterino lo mas similar posible al que le soportaba en
el animal donante. El sistema utilizado para conseguir este propésito con-
siste en la sincronizacién de celos entre donante y receptora, tratando de
hacer coincidir lo mejor posible el estadio de desarrollo embrionario con
su correspondiente estado uterino. El margen de desequilibrio aceptable
para que no represente un efecto adverso es de + 1 dia (80). Las receptoras
pueden ser sincronizadas segiin los métodos tradicionales (prostaglandinas
y/o progestégenos), resultando que a los animales a los que para su sincro-
nizacion con la donante se les administr6 prostaglandina (PGF2), presenta-
ron porcentajes de gestacion significativamente superiores a los que fueron
utilizados tras la observacién de un celo natural (47).

Las técnicas utilizadas para depositar los embriones pueden ser quirtir-
gicas y no quirdrgicas, determinadas por la via de acceso al ttero del animal
receptor. La via quirdrgica fue la primera que se utilizé con éxito por Willett
en 1951 (88) operando por la linea media abdominal para acceder al tracto
genital de la receptora. Posteriormente ha sido prdcticamente abolida esta
aproximacién, debido a la necesidad de utilizacién de anestesia general,
siendo mas frecuente la via paralumbar,ya que solo requiere una tranguiliza-
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cién y anestesia local en el lugar de la incisién. La via no quirirgica o trans-
cervical consiste en atravesar el cuello uterino de forma similar a como se re-
aliza en la IA. Inicialmente Mutter (68) demostré las posibilidades de esta
via al conseguir el primer nacimiento mediante su utilizacién. Actualmente,
la via transcervical se ha extendido alcanzéndose con ella resultados simila-
res a los obtenidos con la transferencia quirtrgica (20).

Debido a las relaciones entre embrién y ovario, los porcentajes de fer-
tilidad se ven aumentados al depositar los embriones en el cuerno ipsilate-
ral al ovario activo, llegando a incrementarse en un 50% el nimero de re-
ceptoras gestantes (80). La utilizacién de novillas como receptoras frente a
vacas ofrece superiores tasas de gestacién, mayor facilidad de manejo por
su uniformidad y menor coste (11). Un buen estado corporal (3-3.5) y nu-
tricional (equilibrio mineral), unido a un buen manejo de la receptora y la
eficacia en la deteccién de celos son los factores que mas van a influir para
obtener altas tasas de gestacién. Un ultimo factor a tener en cuenta en la
transferencia a las receptoras es el factor humano, asi al evaluar los resulta-
dos sobre 2.754 transferencias no quinirgicas se han obtenido unos porcen-
tajes de gestacién entre el 20% y el 67%, siendo esta gran diferencia atri-
buida fundamentalmente a la habilidad de los distintos técnicos (47).

2.2. FERTILIZACION IN VITRO.

La FIV parte de los gametos (ovulos y espermatozoides) que han de
ser obtenidos del animal y llevados al laboratorio para una vez alli produ-
cir embriones en estadios y con la capacidad de desarrollo similares a los
utilizados en la TE. Metodol6gicamente resulta una herramienta mas com-
pleja técnicamente y con unos costes mucho mas elevados tanto en inver-
siones de infraestructura y equipamiento, como en formacién y dedicacién
del personal altamente cualificado que requiere para su implementacion.

Las metodologias simultaneas y/o correlativas que han de realizarse
para poder producir embriones in vitro pueden sintetizarse de la forma si-
guiente:

- Obtencién de ovocitos.

Los ovarios de la hembra bovina contienen gran cantidad de ovocitos
cualquiera que sea su estado fisiolégico reproductivo. El abastecimiento de
ovocitos para su procesado en el laboratorio puede provenir de varias fuen-
tes:
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a) A partir de ovarios obtenidos en el matadero, donde los ovocitos
son normalmente utilizados como material biolégico para investigacion,
aunque en ocasiones también pueden provenir de animales especialmente
valiosos que por una u otra razén han tenido que ser sacrificados.

b) La obtencién de ovocitos a partir de animales vivos puede reali-
zarse por endoscopia con anestesia general o por puncion transvaginal eco-
gréafica con anestesia epidural. Este dltimo método fue descrito por Pieterse
(73) y modificado por Kruip (54) permitiendo puncionar foliculos de 3-8
mm de didmetro mediante la insercién transvaginal de una aguja guiada
por ecografia. En ambos casos pueden o no realizarse estimulaciones ové-
ricas previas a la obtencién. Estos métodos abren la posibilidad de obtener
ovocitos a partir de animales impiberes, desde las 4 semanas de vida por
endoscopia segiin Amstrong en 1991 (4) y a partir de las 10 semanas de
edad por ecografia y puncién transvaginal segin Brogliatti en 1995
(12,13), pudiendo producir a partir de ellos embriones transferibles y ges-
taciones.

El transporte de los ovarios hasta el laboratorio se lleva a cabo en so-
lucién salina tamponada a temperatura ambiente, pudiéndose conservar en-
tre 25-30 °C durante varias horas sin que se vea afectada la capacidad de
desarrollo posterior de los ovocitos. Una vez en el laboratorio los ovocitos
son obtenidos junto con el liquido folicular del cual son separados por de-
cantacién (53,45).

- Produccién in vitro de embriones bovinos:

Tres son las fases necesarias para la produccién de embriones in vi-
tro: maduracién, fertilizacién y cultivo.

Maduracién:

Una vez obtenidos los ovocitos a partir de los ovarios donantes se ha
de proceder a su lavado y posterior clasificacién morfol6gica, habitual-
mente segin la nomenclatura numérica propuesta por Liebfried y First
(56), atendiendo principalmente al aspecto del citoplasma, asi como al ni-
mero de capas celulares del cimulus oophorus que los rodean y a su dispo-
sicién.

La existencia de células del cimulus favorece el desarrollo de los
ovocitos inmaduros ya que facilitan la asimilacién de aminodcidos y de
otros nutrientes que en forma pasiva no atraviesan la zona pelicida (66).
Estd demostrado de forma inequivoca que solo poseen capacidad para
completar su desarrollo o maduracién in vitro aquellos ovocitos que cuen-
tan con un cimulo completo y compacto (39). La maduracién se realiza
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durante 24 horas en estufa a 39 °C con 5% de CO2 y maxima humedad re-
lativa. El medio de cultivo de eleccion suele ser el TCM-199 (38). Como
fuente de proteinas se puede utilizar suero fetal o de vaca en celo, se adi-
cionan asi mismo hormonas (LH,FSH y E2B) para favorecer la expansién
del ciimulo y por su contribucién a la maduracién citoplasmdtica.

Fertilizacién in vitro:

Al igual que los ovocitos lo espermatozoides han de sufrir un proceso
de capacitacion similar al que acontece después de la eyaculacién en la va-
gina durante su progreso por el tracto femenino, desde el cervix hasta el
oviducto donde se encuentra con el ovocito (16). Hoy dia aln no se conoce
en detalle el proceso de la maduracién o capacitacién espermadtica, aunque
si se ha demostrado un aumento del metabolismo y por tanto de la motili-
dad espermatica, unido a cambios en la composicién de la membrana ex-
terna o capuchén cefdlico del espermatozoide en el momento del contacto
de estos con la zona pelicida (76). La reaccion acrosémica, durante la cual
se funde la membrana y se forman vesiculas, posibilita la liberacién de las
enzimas acrosomales que son las responsables del avance del espermato-
zoide a través de la zona pelucida (86).

Después de la descongelacién, la preparacién inicial de los esperma-
tozoides consiste en la seleccién de aquellos métiles mediante un gradiente
de Percoll, por la realizacién de un swin-up (71) o por diversos medios de
filtracién para su posterior dilucién hasta alcanzar una concentracién 6pti-
ma (habitualmente a lx106 espermatozoides/ml). El proceso de fecunda-
cioén desencadena el final de la divisién meiética que culmina con la exclu-
sion del segundo corpiisculo polar, posteriormente se produce la formacién
del promicleo masculino que aportard el 50% (n) de la dotaci6én génica del
futuro individuo. Las tasas de fertilizacion aceptadas oscilan entre el 70-
90% de ovocitos penetrados y que muestren sus dos pronticleos y la cola
del espermatozoide. Para su determinacién se procede a la fijaciéon y tin-
cién con una solucién de orceina de una muestra de los ovocitos procesa-
dos. Tanto la concentracién de los espermatozoides métiles como la de he-
parina han resultado ser toro-dependientes, ya que se aprecian grandes os-
cilaciones en los valores 6ptimos entre sementales (57), e incluso entre di-
ferentes eyaculados de un mismo animal (52).

Cultivo in vitro:

En el momento actual el factor mas limitante para la optimizacién del
proceso de produccién de embriones bovinos in vitro radica en el periodo
de cultivo posterior a la fertilizacién, esto es, la obtencién de blastocistos
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viables y por tanto susceptibles de ser transferidos de forma tradicional a
hembras receptoras.

El principal problema metodolégico planteado es atravesar el estado
de bloqueo ya que el desarrollo in vitro sufre una interrupcién en el estadio
de 8-16 células. Para la superacién de este bloqueo inicialmente fueron
empleadas metodologias de cultivo in vivo (en la actualidad aun son em-
pleadas por algunos grupos), cultivando los cigotos y/o los embriones de 2
células durante 4-6 dias en oviductos de ovejas (18,28,62), de coneja
(8,81,35) y de novilla (90). Estos métodos resultan muy complejos y cos-
tosos al tener que realizar complicadas cirugias para la deposicién de los
embriones en los oviductos y posteriormente sacrificar a los animales re-
ceptores para la recuperacion de los embriones desarrollados. En adicién el
rendimiento no es muy elevado, ya que se han descrito pérdidas de hasta
un tercio de los embriones transferidos. Debido a estas enormes limitacio-
nes se desarrollaron sistemas de cultivo in vitro con suplementos de diver-
sos tipos celulares, asi el denominado co-cultivo se ha desarrollado en base
a la utilizacién de células de la granulosa (40,5), del oviducto (35,29), del
litero (87), con vesiculas trofoblasticas (50) o adicionando distintos facto-
res de crecimiento (36).

III. RESULTADOS

Los resultados obtenibles estdn en funcién del nivel de exigencia al-
canzado en la seleccién tanto genética como reproductiva.

3.1. RESULTADOS REPRODUCTIVOS

La puesta a punto y utilizacién de las diferentes tecnologias reproduc-
tivas estdn condicionadas por las posibilidades de manejo de los animales
en cada situacion determinada. A pesar de existir una gran repetibilidad,
los resultados alcanzados mediante su utilizacién son dependientes de fac-
tores externos tales como el tipo de animal, las condiciones de su crianza e
incluso se ven altamente afectados por el factor humano (entrenamiento,
experiencia, habilidad, etc.), sobre todo a la hora de la manipulacién de los
gametos y embriones (39,30).
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- Resultados de la TE:

El principal problema que presentan los programas de superovulacién
en los grupos MOET, donde el nimero de los animales seleccionados es
muy reducido, es la falta de respuesta al tratamiento superovulatorio de al-
gunos animales. En concreto en nuestra experiencia se ha detectado una
mayor ausencia de respuesta en las vacas adultas (26%) que en las novillas
(12%), si bien en los animales que responden los promedios de embriones
son muy similares, tanto para los embriones totales obtenidos a partir de
vacas o novillas (8.1 vs 7.2) como de los embriones viables por colecta
(4.3 vs 4.1) (34). La respuesta superovulatoria se ha visto igualmente mo-
dificada por el efecto negativo del lote de fabricacién de la FSH-p utiliza-
da, ya que después de analizar los datos de cuatro lotes de fabricacién dife-
rentes sobre 97 animales, la respuesta obtenida en cuanto al promedio de
embriones viables recuperados ha sido de: 2.240.6; 4.4+0.7; 1.930. 6 y
4.940.9" (*: P). Siendo atin mayores las diferencias estadisticas al analizar
el promedio de embriones totales obtenidos por lote de fabricacién (22).

Debido a la frecuente carencia de receptoras en el momento de la esti-
mulacién de las donantes, la mayoria de los embriones viables obtenidos
son congelados para su futura transferencia. Al valorar la posibilidad de
acortar los tiempos empleados en la TE (y por tanto optimizar los costes
originados), se ha estudiado la posibilidad de disminuir el tiempo necesa-
rio para la congelacién de los embriones al comenzar su congelacién desde
la temperatura de cambio de estado (-7°C), en lugar de iniciarla desde la
temperatura ambiente (20 °C). No se han encontrado diferencias en las ta-
sas de gestacion en funcién de la temperatura inicial de congelacion:
52.6% (20/38) a -7 OC frente a 52.9% (18/34) a 20 °C (23).

El proceso de congelacién-descongelacién origina una tasa promedio
de degeneracién embrionaria del 18.4%, si bien el factor mas relevante en
esta pérdida viene dado por la calidad del embrién en el momento de la
congelacion. Asf en aquellos embriones calificados de calidad excelente
(=1) antes de la congelacién solo el 11.6% (25/224) fue diagnosticado
como degenerado después de la descongelacién, mientras que de los de ca-
lidad buena (=2) se degeneraron el 40% (30/74) (P). Las gestaciones resul-
tantes de los embriones viables post-descongelacién en ambos grupos re-
sultaron similares: 59% (108/183) y 53.8% (63/117) (21).

Una mencién especial se hace necesaria en cuanto a la descongela-
cién directa de los embriones congelados. Al comparar diferentes criopro-
tectores permeables se apreci6 un efecto beneficioso de la utilizacién de la
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sacarosa (0.2M) al ser afiadida al medio de congelacién o de descongela-
cién, al utilizar propilen-glicol (1.4M) como crioprotector, con resultados
in vitro similares a los controles congelados en glicerol y descongelados en
tres pasos decrecientes con adicién de sacarosa (0.3M) (23). Al comparar
este ltimo sistema frente a la descongelacion directa en 1M de sacarosa
no se han apreciado diferencias en los porcentajes de gestacién, resultando
el 60% (65/108) novillas gestantes y 51% (27/53) gestaciones al desconge-
lar en un solo paso (24).

Al analizar los resultados de gestacién dentro de nuestro programa
MOET se ha puesto de manifiesto una alta incidencia (16%) de pérdidas
fetales, después de confirmada la gestacién (60d) en los embriones impor-
tados (33). Estos resultados han sido posteriormente confirmados por
Newcomb y Dicke (70) quienes incluso apreciaron una desviacién de la
proporcién de sexos en los nacimientos (59.1% machos vs 40.9% hem-
bras) en este mismo tipo de embriones. Esta pérdida preferencial de em-
briones hembras ha sido igualmente puesta de manifiesto después del culti-
vo in vitro de los embriones sometidos a micromanipulacién (42).

- Resultados de la FIV:

La eficiencia de los programas de FIV suele ser medida en términos
del miimero de blastocistos obtenidos a partir del niimero de ovocitos pues-
tos en cultivo y fertilizados con un semen determinado. Existen grandes di-
ferencias entre los distintos laboratorios no solo por el origen de los ovoci-
tos y por las diferentes metodologias de cultivo y manipulacién de los ovo-
citos en cada laboratorio, sino también en la seleccién de los ovocitos
puestos en cultivo y el uso de diferentes toros y de diferentes eyaculados.
Todo esto hace que los resultados publicados varien entre el 15 y el 40%
de blastocistos obtenidos (para revisién: 39).

A la vista de estos bajos resultados actuales, resulta de gran importan-
cia poder obtener el mayor nimero de ovocitos de un animal determinado,
en el menor tiempo posible. El nimero de ovocitos obtenidos por aspira-
cién transvaginal practicamente se dobla cuando las aspiraciones son reali-
zadas dos veces por semana frente a los programas en los que solo se aspi-
ra a los animales una vez por semana (84).

Gibbons (37) ha obtenido un promedio por vaca aspirada de 9,7 ovo-
citos por sesién, alcanzando un desarrollo embrionario in vitro superior en
los ovocitos obtenidos por aspiracién transvaginal (40,8%) frente a los ob-
tenidos a partir de ovarios de matadero (30%), lo cual sugiere una mayor
calidad de los ovocitos recuperados in vivo. Al realizar una comparacién
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de los blastocistos obtenidos al aspirar de animales vivos se ha obtenido un
11-16,4% en novillas y 21,6-24,4% en vacas lo cual manifiesta una ligera
superioridad de las vacas frente a la novillas, aprecidndose que el nimero
de blastocistos obtenidos por sesién de aspiracion en las vacas fue en pro-
medio de 1,6 y de 0,8 para las novillas (25).

Los resultados obtenidos al transferir en fresco embriones producidos
in vitro varian del 41 al 56% segtn la edad del'embrién (48). Estos resulta-
dos se sitian en un 10% por debajo de los obtenidos en estos mismos labo-
ratorios con embriones producidos in vivo. No obstante el factor mas limi-
tante lo representa la eficiencia en la congelacién de los embriones produ-
cidos in vitro, que segin Hasler (48) se sitia para los blastocistos de 7 dias
en el 42% (de 67 TE) y del 20% (de 30 TE) con embriones de 8 dias, lo
cual por el momento provoca un considerable descenso de la aplicabilidad
de las tecnologias descritas.

- Comparacion de los resultados obtenidos in vivo vs in vitro:

Resulta evidente la ventaja adicional que representa la obtenci6n de
ovocitos por medio de aspiracién en animales problema, esto es, en anima-
les que han producido pocos o ningiin embrién mediante los tratamientos
de superovulacion tradicionales. Dentro de los grupos MOET para acelerar
los programas de mejora genética tanto por el nimero de embriones obte-
nidos de un animal, por la posibilidad de reproducir animales impiiberes,
como por el nimero de toros que pueden ser utilizados con una misma
hembra.

Existe una gran diferencia a favor de la TE tradicional tanto en los
equipos necesarios como en la especializacién del personal encargado de
su realizacién, sin embargo se aprecia un incremento considerable en el
nimero de embriones obtenidos al evaluar un periodo largo de tiempo (1
afio) a favor de la aspiracion y la FIV (Cuadro I), que puede llegar a com-
pensar las diferencias mencionadas.

Cuadro I. Optimizacion de la produccién de embriones bovinos

IN VIVO IN VITRO
EMBRIONES/TRATA. 49 (0-10) 0,9 (0-8)
TRATAMIENTOS 3-4/afio (1-6) 2/semana
EMBRIONES/ANO 121 + 80

Adaptado de Den Daas. 1994.
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3.2. RESULTADOS GENETICOS

Cuando se dispone de un control de rendimientos fiable y riguroso,
resulta relativamente sencillo poder identificar los animales genéticamente
superiores para uno o varios caracteres determinados (como ejemplo el
TPI de USA o el Indice Compuesto -ICO- en Espafia). A partir de los da-
tos obtenidos de los animales a través del control se puede jerarquizar a la
poblacién, haciendo comparaciones entre distintas ganaderias y dentro de
la propia explotacién. Una condicién indispensable para el buen funciona-
miento del sistema es que los datos recogidos sean procesados rapidamente
y estén a disposicién de los ganaderos tan pronto como sea posible, con el
fin de que este pueda tomar decisiones objetivas en sus animales sobre el
manejo, cubriciones, reposiciones, etc.

Los datos genéticos disponibles en la actualidad de los cinco grupos
MOET en Espafia, se resumen en el siguiente cuadro:

Cuadro II. Indices genéticos y de pedigrees para los ICO-P en el afio
de nacimiento

Afio 1992 1993 1994
Madres USA 2340 2.680 2936
Pedigree emb. USA 2.360 2.589 2.811
Pedigree emb. ELITE 2401
Pedigree emb. CAPV 1.739 1.674 1.929
1% Mejor CAPV 1.489 1.519

Madres CAPV 1.040 1.065 1476

CAPV: Comunidad Auténoma del Pais Vasco

IV. USOS Y UTILIDADES DE LAS TECNICAS.
SITUACION ACTUAL

Las diferentes tecnologias reproductivas (IA,TE, OPU, FIV, etc.)
pueden ser utilizadas précticamente sobre cualquier animal sano y atin en
condiciones extremas, pero su correcta aplicacién y mejor aprovechamien-
to esta limitada por las posibilidades que cada sistema de produccién pue-
de ofrecer.
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4.1. USOS Y UTILIDADES

La TE es (después de la IA) la tecnologia reproductiva mas importan-
te para conseguir la mejora genética de las explotaciones, esto es, para lo-
grar el incremento de las producciones y la reduccién de los costes de pro-
duccién, al proveer al ganadero de animales de mayor calidad. En adicién
la TE tiene un enorme potencial en la prevencion de la transmisién de en-
fermedades por el transporte de animales vivos. Facilita la posibilidad de
adquirir los patrimonios genéticos de élite mundial de una raza (por ej.
Holstein Freisian), y asi poder disponer de las crias nacidas como futuros
reproductores en los programas de mejora del propio pais. Dentro de esta
estrategia, los machos son recriados con el objetivo de ser utilizados en los
programas de testaje en descendencia, mientras que las hembras pueden
ser utilizadas como. madres de futuros sementales. Aunque la via macho es
la que mas progreso genético global representa, en las explotaciones co-
merciales de vacuno lechero es la via hembra la mas utilizada y la que ma-
yor actividad total de TE representa, obteniéndose importantes progresos
genéticos con la superovulacién de vacas o novillas con indices genéticos
o de pedigree comprendidos entre el 1% mejor de la poblacién. Con la
misma herramienta de la TE es también posible introducir patrimonios ge-
néticos nuevos o fundacionales ya desaparecidos de una zona o pais deter-
minado, como es el caso de las razas nisticas o indigenas europeas.

Las principales limitantes para una completa aplicacién y difusién ge-
neralizada del potencial de la TE radican en el reducido nimero de hem-
bras con la excepcional calidad genética necesaria para ser donantes de
embriones. En adicién, y segin los resultados de campo obtenidos en los
Gltimos afios por el Grupo Reproduccién del CIT-INIA, se aprecia una
gran variabilidad individual en la respuesta de los animales a los tratamien-
tos superovulatorios, donde 1 de cada 4 animales no responden, y aquellos
que lo hacen donan un promedio de solo 4 embriones transferibles por tra-
tamiento. Esto hace que en algunos animales genéticamente superiores (en
ocasiones los mas valiosos) no pueda obtenerse el rendimiento medio re-
querido de por lo menos dos gestaciones (un macho y una hembra) por es-
timulacién.

En la situacién tecnol6gica actual resulta imposible la disminucién de
los costes de la TE, y muy dificil incrementar el nimero de embriones
transferibles por estimulacidn, para asi poder distribuir los costes sobre un
niumero mayor de gestaciones. Por lo tanto, para intentar obtener mas em-
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briones y consecuentemente reducir el coste por embrién, no hay otro ca-
mino que introducir nuevas tecnologias, abandonando parcialmente la su-
perovulacién de las donantes. Asi pues y para evitar los problemas ante-
riormente citados, desde un punto de vista productivo se ha desarrollado la
técnica de la FIV, cuyo objetivo es conseguir un mayor niimero de embrio-
nes de los que en la actualidad se pueden producir. Salvo algunos casos
excepcionales, como es la conservacién de animales en peligro de extin-
cion, en general la FIV se utiliza para:

- Incrementar la produccién de embriones viables obtenidos de las
hembras donantes de élite. Los ovocitos de estas hembras han de ser ferti-
lizados con el semen de alguno de los mejores machos a nivel mundial,
para obtener un progreso genético adecuado.

- Fertilizar ovocitos obtenidos de terneras imptberes, de 1 a 12 meses
de edad, con la finalidad de acortar el intervalo generacional y por tanto
acelerar el progreso genético.

_ - Recuperar animales infértiles, ya que es la condicién que causa una
mayor pérdida econémica en las ganaderias, especialmente cuando los in-
dividuos son de alto valor genético y de una mayor produccién de leche.

4.2. ESTADO ACTUAL.

Desde hace una serie de afios la Asociacién Europea de Transferencia
de Embriones (AETE) recopila (entre sus asociados de los diferentes pai-
ses europeos) las estadisticas anuales en cuanto al nimero de vacas supe-
rovuladas (N.ANIM.), embriones viables obtenidos (E.VIA.) y de embrio-
nes transferidos, tanto en fresco (E.T.F.) como congelados de origen nacio-
nal (E.T.CN.) o de importacién (E.T.CIL.). La actividad en TE en Europa en
los tltimos afos (1988-1994) se expone en ¢l cuadro siguiente:

Cuadro III. Evolucion de la TE en Europa
N.ANIM. E. VIA. E.T.E E.T.CN E.T.CI TOTAL

1988 11.754 61.171 30453 17915 5.483 53.851
1989 18.145 94.537 42225 31.710 5.160 79.092
1990 21.577 109.240 52.671 49.950 9.3951 12.006
1991 22.043 110.202 52.505 44.057 71716 104.278
1992 20.022 99.744 43.828 38.287 5.624 87.739
1993 18.158 93.298 40.133 40.401 3.760 84.294

1994 22.557 115.718 48.402 49.389 5.096 102.887
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La distribucién por especialidad productiva se inclina a favor de la
produccién de leche con un 64% (de raza Holstein el 48%) de los animales
lavados y de razas de produccién de carne el 36% (de raza Charolaise el
10%).

Las variaciones acontecidas entre los dos dltimos afios (1993/94) han
sido de un incremento del 4.7% para el nimero de donantes lavadas, de
+6.4% del mimero de embriones transferibles y de +6.6% del nimero de
embriones transferidos, lo cual representa un relanzamiento de la actividad
que iguala el pico obtenido en el afio 1991. En relacién al nimero de ani-
males estimulados, Espafia estd situada en el noveno lugar dentro de los
paises europeos, manteniendo unos niveles porcentuales de embriones re-
cogidos por animal y de embriones viables similares a los de otros paises
superiores en nimero de actuaciones. Durante el afio 1994 sobre 479 ani-
males lavados se transfirieron 596 embriones en fresco, 640 embriones
congelados de origen nacional y 423 de importacién. Actualmente exister
en Espaiia 14 equipos de TE y 5 de ellos trabajan con vacuno de carne.
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