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RESUMEN

La biotecnologia ofrece herramientas muy poderosas en el campo de los
embriones, siendo éste un aspecto fundamental en el mejoramiento gené-
tico de los animales. La transferencia de embriones y la obtencién de una
cantidad de terneros superior al conseguido naturalmente, ha abierto un
sinntimero de posibilidades tanto de aplicacién de esta tecnologia, como
del desarrollo de investigacion para hacer que ella tenga una mayor difusién
en la medida en que se multiplique el material original, se consiga
mantenerlo por tiempo indefinido o se reduzcan los costos. En este sentido,
se ha generado conocimiento en congelacion de embriones, maduracién y
fertilizacién de oocitos bajo condiciones in vitro, biseccién y clonaje de
embriones, sexaje de embriones y produccidn de animales transgénicos, en
donde se han alcanzado avances significativos no sélo en investigacién, sino
en su aplicacion a nivel comercial.

Palabras Claves Adicionales: Embrién, bovinos, biotecnologifa, micro-
manipulacién embrionaria.

ABSTRACT
EMBRYO BIOTECHNOLOGIES APPLIED TO LIVESTOCK

Biotechnology is a powerful tool in the embryo field, being a fundamental
aspect in animal livestock. Embryo transfer and the production of a number
of calves higher than that obtained by the natural way, have open a huge
amount of opportunities not only for the application of this technology,
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but also for development of research. This is a very useful technique with
wide utilization based on the muitiplication of the original material,
criopreservation of germplasm to keep it for a long period of time or
reducing costs of its application. In this way, it has been obtained know-
ledgment on embryo freezing, in vitro oocyte maturation and fertilization,
embryo bisection and cloning, embryo sexing and transgenesis. Significant
advances have already been gotten not only in research but also in
commercial application of this technologies.

Additional Index Words: Embryo, bovine, biote_chnoiogy',‘ embryo
micromanipulation.

(TE) y la necesidad de una mayor cobertura y mejor explotacién de
sus bondades, cientificos de todo el mundo han estado trabajando
en el desarrollo de nuevas metodologias que hagan de la TE una técnica de
mayor eficiencia en los programas de mejoramiento genético, especialmente
en bovinos. A continuacién se mencionan algunas de las metodologias sobre
las cuales se estd trabajando en la actualidad, con el propésito de hacer de la
TE una tecnologia més utilizable en explotaciones bovinas, particularmente de
tipo comercial.

C on la ampliacién de la utilizacién de la transferencia de embriones

CONGELACION DE EMBRIONES

La congelacién de embriones se presenta como una gran alternativa en la
aplicacién de la TE para superar algunas de las limitaciones mas importantes
como son: la disponibilidad de hembras receptoras suficientes para recibir el
nimero posible de embriones obtenidos de la superovulacién de la vaca
donante, el transporte de embriones entre localidades bastante separadas o
entre paises y el mantenimiento de los embriones por un periodo largo de
tiempo, sin que su viabilidad se vea afectada. Para satisfacer estas necesidades,
es necesario inducir una supresién de las actividades enziméticas, lo cual se
consigue solamente a temperaturas muy inferiores a cero. La temperatura de
nitrégeno liquido (-196°C) ha resultado ser el mejor sistema para la conserva-
cién de embriones por muy largos perfodos de tiempo. Cuatro aspectos se
deben tener en cuenta para obtener una congelacién exitosa de embriones
(Leibo y Loskutoff, 1993).

a) Las células deben ser protegidas por una sustancia no téxica que reduzca
el riesgo de la deshidratacién y de la formacién de cristales dentro de la célula,
durante la congelacién y la descongelacién del embrion. El glicerol (Tabla 1)
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TABLA 1
Tasa de supervivencia y desarrollo de embriones bovinos
congelados en PEM suplementado con glicerol.

.
- “-Tratamiento \ No. de Desarrollo Desarrollo
embriones a48 h. (%) a72h. (%)
Glicerol solo - \24 76.1 47.6
Glicerol + SN + BSA 19 73.7 52.6
Glicerol + SN 22 63.6 59
SN = Suero de novillo. ~ T~

~—

Adaptado de Peldez et al. (1995). N

b
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ha sido la sustancia de eleccién para esta funcién, especialmente en bovinos
(Bouyssou y Chupin, 1982), mientras el etilen glicol lo es en ovinos (Cocero
et al., 1988). ‘ -

b) Debe ejercerse un cuidadoso control de las fases de congelacién para
evitar que se formen cristales de agua que son letales para la célula. En este
caso se utiliza un sistema manual o automético de induccién de cristalizacién
a una temperatura entre -6 y -7°C.

) Los embriones deben ser calentados a temperaturas fisiol6gicas para
adquirir su funcién normal.

d) El crioprotector debe ser removido de los embriones por dilucién.

Con base en los resultados, ya de por si buenos desde el punto de vista
biolégico, cientificos de todo el mundo han orientado sus investigaciones hacia
Procesos mucho més sencillos, en términos de su aplicacién a nivel de campo
Y de los costos tanto de los reactivos como de los equipos que se utilicen. En
este sentido se trabaja en el disefio de equipos mds sencillos, de menor
consumo de nitrégeno y de facil transporte para trabajo en campo, y en la
evaluacién de diferentes crioprotectores que permitan hacer una congelacién
con descenso rapido de la temperatura (Szell y Shelton, 1986). De estas
evaluaciones se ha pasado a la aplicacién de una de las tecnologias mas
modernas en la congelacién de especimenes vivos, la vitrificacién, que con-
siste en la utilizaci6n de altas concentraciones de crioprotectores combinados,
lo cual permite hacer descensos rapidos de temperatura sin afectar la supervi-
vencia de los embriones (Papis et al., 1995).
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Dentro de este mismo propésito tecnolégico, actualmente se trabaja con
gran intensidad en el desarrollo de esquemas de congelacién de oocitos y de
embriones provenientes de programas de fertilizacion in vitro. La Tabla 2
muestra algunos de los resultados obtenidos por Hasler et al. (1995), en los
cuales se demuestra c6mo, aunque con tasas inferiores de preiiez, la posibili-
dad biolégica de congelar embriones provenientes de FIV estd dada y muchos
grupos de investigacién estdn adelantando proyectos en esta drea.

.

TABLA 2 .
Tasas de preiiez después de la transferencia de embriones frescos
y congelados obtenidos in vivo e in vitro.

Embrién Edad (dias) Nimero % de preiiez
FIV fresco 7 1884 56
FIV fresco 8 362 43
FIV fresco 9 22 41
FIV congelado 7 67 42
FIV congelado 8 | 30 20
In vivo fresco 7 320 76
In vivo congelado 7 325 67

FIV = Fertilizacién in vitro.
Adaptado de Hasler et al. (1995). .

FERTILIZACION IN VITRO (FIV) .

La fertilizacién in vitro, que significa produccién de embriones bajo
condiciones estrictamente de laboratorio, fue vista inicialmente como un
mecanismo para ampliar el conocimiento de los eventos fisiolégicos que
ocurren alrededor de la fertilizacién. Posteriormente, con base en otros desa-
rrollos de la biotecnologia embrionaria, se encontré que la FIV era, en algunos
casos, un paso obligado y en otros, un factor de mucha importancia para la
produccién animal. Asi, vemos que dentro de los procesos de transferencia de
genes y transferencia de nucleos, el estado ideal en el cual se han obtenido los
mejores resultados ha sido el de oocitos madurados o embriones de una célula.
En otros casos, ya a nivel comercial, se estdn utilizando los embriones
provenientes de fertilizacién in vitro para inducir prefieces gemelares, transfi-
riendo embriones baratos en vacas previamente inseminadas y para acelerar




ESTRADA L, ]. L. Biotecnologias embrionarias en bovinos 63

la produccién de embriones de terneras o novillas como medio para disminuir
el intervalo generacional. K

Dentro del proceso de la FIV, es necesario tener en cuenta tres factores
-~.estrechamente interrelacionados, de los cuales depende el éxito del proceso:

\

a) Maduracién de los oocitos. Mediante este proceso los oocitos colecta-
dos, ya sea de ovarios de matadero (Leibfried-Rutledge et al., 1987) o de
animales vivos por aspiracién con ayuda del ultrasonido, son cultivados en un
medio de maduracién, suplementado con gonadotropinas (LH, FSH), factores
de crecimiento (IGF-I, EGF) y hormonas esteroides (estradiol) (Keefer, 1995).
En este medio, los embriones permanecen durante 24 h a 39°C y con una
tensién de CO; del 5% (Estrada y Peia, 1995). T~

b) Capacitacién de los espermatozoides. Para la FIV se requiere una
metodologfa adecuada que mantenga la supervivencia de los espermatozoides
y les permita aicanzar la capacidad para penetrar y fertilizar el oocito. Varios
métodos han sido utilizados, comenzando por la capacitacién inducida invivo
en los tractos reproductivos de las hembras y su posterior recoleccién, hasta
los actuales estrictamente in vitro con base en medios preparados a nivel de
laboratorio. Uno de los sistemas mas empleados es el descrito por Gordon
(1989), basado en un medio Tyroide (TALP) modificado con la adicién de BSA,
lactato de sodio y piruvato de sodio y un pH que esta entre 7.4 y 7.8, segun la
especie (Lu et al., 1987).

Un importante paso de este proceso de preparacion espermatica envuelve
el lavado de los espermatozoides por centrifugacién en dos ocasiones, después
de un procedimiento de swim-up (nadado hacia arriba). Posteriormente, los
espermatozoides son expuestos a un medio que contiene entre 0.2 y 1.0 ul/ml
de heparina por unos 15 min antes de utilizarlos para la inseminacién. La
concentracion final en el medio de fertilizacién debe ser un mill6n de esper-
matozoides por ml. (Parrish et al., 1986).

c) Fertilizacién. El objetivo de esta parte del proceso es el de simular las
condiciones que se encuentran en el tracto reproductivo de la hembra, durante
la fertilizacién in vivo. Con tal fin, los oocitos maduros son colocados en
microgotas de medio de cultivo, generalmente un medio TALP adicionado de
BSA o FCS y Hepes (Brackett y Zuelke, 1993), a los cuales se les agregan los
espermatozoides previamente capacitados a una concentracién de 10° esper-
matozoides/ml (Ling y Lu, 1990). Como en el caso de la maduracién, los
oocitos se cultivan por 18-24 h a 39°C, con una tensién de CO, del 5%.
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Una vez conseguida la fertilizacién de los embriones, éstos deben ser
cultivados bajo condiciones que garanticen las superacion del bloqueo en el
desarrollo, que se presenta cuando los embriones bovinos cultivados in vitro
alcanzan el estado de ocho células. Para superar este bloqueo, se han disefiado
diferentes modelos de cultivo que van desde la transferencia a tteros de
hembras nodrizas de otras especies, hasta el cocultivo en células y ultimamente
en medios sintéticos (Liu et al., 1995).

BISECCION EMBRIONARIA

Con esta técnica se busca que mediante la micromanipulacién de los
embriones en estado de mérula o blastocisto, se puedan obtener dos mitades
con autonomfa para continuar su desarrollo independiente y producir con cada
una de ellas un individuo que, en este caso, serfa gemelar. Comercialmente,
se estd empleando esta tecnologfa para la produccién de un mayor nimero de
embriones, o0 como paso dentro de la aplicacién de otras tecnologias embrio-
narias como el sexaje y la identificacién temprana de genes.

Hasta el momento, la técnica clésica es la de cortar mecanicamente los
embriones en estado de mérula o blastocisto, lo que se ha logrado hacer,
inicialmente, con la ayuda de equipo sofisticado y ahora, mediante sistemas
mas sencillos, constando de solamente una pipeta de soporte y una cuchilla
montados en micromanipuladores, y con la ayuda de un estereoscopio o un
microscopio invertido (Chupin, 1989).

En la actualidad, grupos de investigadores se encuentran trabajando en el
mejoramiento y simplificacién de la técnica con el uso o no de zona pelticida,
estado de desarrollo embrionario, calidad de los embriones donantes (Arave
etal., 1987), congelacién de los hemi-embriones, medios de cultivo y sistemas
de corte de los embriones (Williams y Moore, 1988). Algunos resultados
obtenidos por Sunagawa et al. (1994) se presentan en la Tabla 3.

CLONAJE DE BLASTOMERAS

Otra manera de multiplicar el nimero de embriones provenientes de un
solo embrién es mediante el cultivo de blastémeras individuales y su desarrollo
a estados avanzados de mérula o blastocisto. En la Tabla 4 se muestran algunos
datos de prefieces, obtenidos como producto del cultivo de blastémeras
individuales.
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o

TABLA 3 N
Tasa de concepcién de embriones enteros y hemi-embriones bovinos
sometidos a congelacidn. ‘

' Tipo de embrién No. embriones transferidos| Preiieces obtenidas (%)
" Femi-embri6n 51 21 (41.2)
> 142 8(57.1)
Embrién intacto™ - \ 55 23 (41.8)

2 Una mitad fue utilizada para pruebas diagnésticas.
Tomado de Sunagawa et al. (1994).

-

~—

TABLA 4
Tasas de preiiez y supervivencia fetal después de la transferencia
de embriones micromanipulados. ) ~

Tipo de embrién’ No. de v No. de No. de preiieces
preiieces (%) fetos (%) gemelares (%)
IVt 1/4 3/15 (20)a 7/30 (17)a 2/3 (67)a
IVt 3/8 4/14 (36)ab 7/28 (25)ab 2/5 (40)a
IVt hemi 7/14 (50)ab 10/28 (36)ab 3/7 (43)a
Ivv hemi 11/20 (55)ab 7/20 (35)b 5/11 (45)a

Adaptado de Loskutoff et al. (1993).

a,b: Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
IVt: In vitro.

Ivv: In vivo.

De la Tabla anterior se pueden deducir las ventajas de esta metodologia,
en términos de las prefieces alcanzadas a partir de un embrién no sélo en
prefieces simples, sino como gestaciones y partos gemelares.

TRANSFERENCIA DE NUCLEOS

Este procedimiento consiste en la utilizacién de nucleos de embriones
tempranos para producir un mayor niimero de embriones. Lo que se hace,
entonces, es transferir el nicleo de un embrién temprano (8-64 células) al
citoplasma de.un oocito maduro y permitir que éste alcance su desarrollo,
teniendo como base la composicién genética del ndcleo donante. Los resulta-
dos obtenidos con esta metodologia muestran su viabilidad biolégica, llegan-
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dose a obtener hasta cerca de un 40% de desarrollo con ntcleos de embriones
de 8 a 16 células (Robl y Stice, 1989).

SEXAJE DE EMBRIONES

La capacidad para predecir el sexo de la futura cria ha sido una de las
alternativas que han querido manejar los genetistas, como parte de sus progra-
mas de mejoramiento genético. Inicialmente, la tendencia de la investigacién
estuvo dada hacia el sexaje de los espermatozoides, separando los X de los Y.
Sin embargo, dadas las bajas tasas de éxito obtenidas, se buscé la alternativa
que ofrecian los embriones. Los primeros trabajos fueron realizados con base
en la determinacién de corpusculos de Bar, mediante tinciones de cariotipos
e identificacién del antigeno HY. Hoy, con la ayuda de los desarrollos en
biologia molecular y el perfeccionamiento de las técnicas de micromanipula-
cién embrionaria, se ha dado un vuelco significativo en la investigacién en este
campo. El uso de la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar las
secuencias del ADN del cromosoma Y ha sido utilizada con gran eficiencia
en el sexaje de embriones a partir de una sola blastémera (Gordon, 1989). Los
resultados en cuanto a eficiencia, utilizando estas técnicas, se acercan al 100%,
lo cual hace augurar que su aplicacién se dard en un muy corto plazo.

ANIMALES TRANSGENICOS

El desarrollo del ADN recombinante ha permitido a los cientificos aislar
genes simples, analizar y modificar sus estructuras de nucleétidos, hacer copias
de estos genes y, finalmente, transferir las copias de esos genes aislados. Un
animal que integra ADN recombinante es llamado “transgénico” y el gene
como tal se conoce como “transgene” (Pursel y Rexroad, 1993). Existen varios
métodos para transferir genes en mamiferos. Ellos son:

a) Microinyeccién de prontcleos.

b) Insercién por retrovirus.

¢) Insercién de células madres (stem cells).

d) Espermatozoides como vectores.

Los genes mds utilizados en estos experimentos, en las diferentes especies,
han sido: hormona del crecimiento, factor de liberacién de la hormona del

crecimiento, factor insulinico de crecimiento |, inmunoglobulinas Ay G y alfa
y beta globina, entre otros (Wall, 1996).
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La Tabla 5 muestra algunos de los resultados obtenidos hasta el momento,
en cuanto al éxito alcanzado en la transferencia de genes en mamiferos.

 TABLA 5
- Hiciencia en la preduccién de animales transgénicos.

Especie No: de No. de % de % de % de
experimentos| embriones | embriones | embriones | embriones
L inyectados nacidos__ | transgénicos expresando1

Bovina 9 1397 16.2 0.79 -
Caprina 1 203 143 . 0.99 "< 100
Ovina 10 5242 10.6 0.88 46.3
Porcina 20 19397 9.9 091 | 523

Adaptado de Pursel y Rexroad (1993).
Que producen la proteina de interés.

Los datos anteriores muestran los pobres resultados obtenidos con esta
tecnologia, en la cual es necesario desarrollar trabajos mas amplios tanto en la
metodologia de transferencia como en los mecanismos de control y de
expresién de los genes.

Wall (1996) reporta que debido a la baja tasa de eficiencia, el costo de un
ternero transgénico estarfa por el orden de los US$500.000.00, basado en un
célculo con oocitos obtenidos de animales superovulados. Estos costos podrian
reducirse a cerca de una tercera parte, si se emplean oocitos provenientes de

. ovarios de matadero. A pesar de los altos costos debido a la ineficiencia del
proceso, las herramientas para la transferencia de genes estdn a la mano y son
muchos los grupos de investigadores que en la actualidad estan trabajando para
tratar de superar los puntos en donde la tecnologfa se encuentra bloqueada.
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