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Producciéon de embriones

La produccién de embriones bovinos
in vitro se aplica, hoy en dia, no sélo en
investigacion y como modelo para obte-
ner embriones en otras especies, incluida
la humana, sino también para obtener
descendencia a partir de vacas de alto
valor genético. También es til para un ulti-
mo aprovechamiento de hembras sacrifi-
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cadas por motivos sanitarios, accidentes o
reposicion. En la actualidad, la recupera-
cion de ovocitos de hembras vivas por
puncién transvaginal guiada ecogréfica-
mente (Ovum Pick-Up; OPU) y su posterior
maduracion, fecundacioén y cultivo in vitro
permite la produccion de embriones que
pueden ser criopreservados o bien trans-
feridos a hembras receptoras (Kruip et al.,
1994; Hasler et al, 1995).
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Figura 1.-Zigotos bovinos
producidos in vitro 1 dia
post-fecundacion
(post-FIV).

Figura 2.-Embriones
bovinos producidos in vitro
en dia 3 post-FIV.

Figura 3.-Embriones
bovinos producidos in vitro
en dia 6 post-FIV

Figura 4.-Embriones
bovinos producidos in vitro
en dia 8 post-FIV.

Los avances mas recientes permiten,
ademas, producir in vitro embriones de
sexo conocido mediante la utilizacion de
espermatozoides sexados procedentes
de semen separado por técnicas de ana-
lisis celular como la citometria de flujo, lo
que posibilita una racionalizacién de la
explotacion de los rebanos.

Criopreservacion

Un complemento indispensable para
consolidar las técnicas de reproduccion
asistida es la posibilidad de criopreservar
los embriones producidos.

La criopreservacion es un proceso
que consiste en mantener células, tejidos
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u organismos a muy bajas temperaturas
con el fin de reducir o suspender sus fun-
ciones Vvitales y preservarlos vivos
durante largos periodos de tiempo.

La criopreservacion de embriones
presenta numerosas ventajas, tanto
desde el punto de vista biolégico como
del comercial. Entre ellas cabe destacar:

* Permite reducir costes

+ Evita la dependencia de la actividad
reproductiva ciclica y del estado fisi-
olégico de los animales (hembras
receptoras, por ejemplo)

+ Limita la deriva genética (cambios en
las caracteristicas de una poblacion
debido a la variacion en la frecuencia
de los genes)
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* Elimina las patologias que normal-
mente se asocian al mantenimiento
de animales vivos y

*Hace posible la conservacion de
razas o especies en riesgo de extin-
cion mediante la creacién de bancos
de embriones y/o gametos congela-
dos.

En el ambito del ganado vacuno, y en
el marco de la Unién Europea, las estadis-
ticas mas recientes muestran que el 58%
de los embriones transferidos son conge-
lados (AETE, 2009).

El mayor obstaculo asociado a la difu-
sion de la tecnologia reproductiva in vitro
es la falta de métodos eficaces para con-
servar a largo plazo los embriones produ-
cidos in vitro.

El campo de la criobiologia de los
embriones bovinos empez6 a explorarse
durante la década de los 70, cuando se
demostré que los embriones bovinos
podian sobrevivir a la congelacion
(Wilmut y Rowson, 1973). Desde enton-
ces, la investigacion ha permitido simplifi-
car los procedimientos de congelacién y
descongelacion, con el fin de hacer posi-
ble el uso rutinario de estas técnicas,
aumentando la viabilidad embrionaria
tras la descongelacién.

Sin embargo, los sistemas de produc-
cion in vitro dan lugar a embriones con
caracteristicas morfolégicas y metabdli-
cas diferentes a los que se obtienen in
vivo (por superovulacion y posterior lava-
do uterino de una hembra donante)
(Lonergan et al, 2007; Wrenzycki et al.,
2005). Los embriones producidos in vitro
presentan citoplasmas (parte de la célula
comprendida entre la membrana y el
ndcleo) mas oscuros y con menor densi-
dad, alteracion en el nimero de células y
su distribucién, distinta expresion génica
(mecanismo por el que la informacion
codificada en un gen se traduce en
estructuras y funciones de la célula) y
mayor incidencia de anomalias cromoso-
micas. Estas diferencias se traducen en
un menor rendimiento de los embriones
producidos in vitro frente a los produci-
dos in vivo (Leibo y Loskutoff, 1993;
Leibo et al, 1996).
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La eficacia de los sistemas de pro-
duccion de embriones bovinos in vitro
oscila entre un 30 y un 40% de blasto-
cistos (fase del desarrollo embrionario
temprano) con calidad suficiente para
ser transferidos, sobre el total de los ovo-
citos puestos en cultivo (Gémez et al.,,
2008). Aunque hay grandes evidencias
de que las condiciones de cultivo post-
fecundacién son determinantes para la
calidad de los embriones obtenidos
(Lonergan et al., 2001), hay que senalar
que la eficiencia de la produccion de
embriones in vitro esta ligada no sdlo al
sistema de cultivo, sino a la calidad intrin-
seca de los ovocitos (Rizos et al., 2008).
Los indices de gestacion tras la transfe-
rencia de embriones frescos producidos
in vitro oscilan en torno al 50%, cifras
que se reducen cuando los embriones
han sido criopreservados. En general, se
asume que cuanto mas se prolonga el
tratamiento in vitro, mayores son las dife-
rencias entre los embriones producidos
in vivo y los obtenidos in vitro (Rizos et
al., 2008).

En el ganado bovino, la baja resisten-
cia a la congelacion de los embriones
producidos in vitro condiciona la difusion
de esta tecnologia. No obstante, la mani-
pulacién de los sistemas de cultivo puede
permitir mejorar la calidad de los embrio-
nes, y aumentar la supervivencia in vitro a
la vitrificacién/desvitrificacion. Asi, la reti-
rada del suero de los medios de cultivo y
el incremento de las concentraciones de
albumina sérica bovina, combinadas con
la aplicacion de protocolos de vitrifica-
cion han demostrado incrementar la
supervivencia de los embriones produci-
dos in vitro a la criopreservacion (Gomez
et al., 2008).

Estrategias para la conservacion de
embriones

Hoy en dia, se dispone de tres técni-
cas para la conservacién de embriones:
la congelacion lenta (o clasica), la vitrifi-
cacion tradicional (en pajuela) y la vitrifi-
cacién ultrarrapida. Aunque la criopreser-
vacién de embriones producidos in vitro
se puede abordar por técnicas de conge-
lacion lenta, se asume que la vitrificacion
es la herramienta de eleccién para estos
embriones.
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La congelacion lenta (que utiliza bajas
concentraciones de agentes crioprotecto-
res) de los embriones producidos in vitro
reduce su supervivencia en comparacion
con los embriones obtenidos in vivo, debi-
do principalmente a la mayor susceptibili-
dad de aquéllos a la formacion de crista-
les de hielo que danan la estructura de los
6rganos celulares.

La vitrificacion permite mejorar la
supervivencia del embrion tras la desvitri-
ficacién (Vajta et al., 2000) al producir
menor estrés metabdlico en los embrio-
nes, dando lugar a mayores porcentajes
de gestacion tras su transferencia a
receptoras. Estos efectos beneficiosos de
la vitrificacion se deben a una reduccion
de los danos producidos por el frio, al uti-
lizarse altas concentraciones de agentes
crioprotectores y elevadas velocidades
de enfriamiento y calentamiento, con lo
que se evita la formacioén de cristales de
hielo y se reducen los tiempos de exposi-
cioén de la célula al crioprotector (Rall and
Fahy, 1985).

Las técnicas de vitrificacion ultrarra-
pida, desarrolladas recientemente, han
estimulado los avances en el campo de la
criopreservacion de gametos y embrio-
nes, con especial relevancia en el caso
de la preservaciéon de especies en riesgo
de extincion, dados los resultados positi-
vos obtenidos especialmente en el caso
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de los embriones producidos in vitro y de
los ovocitos.

Para que la vitrificacién sea eficaz se
precisa que la exposicion a la solucion
crioprotectora dure el menor tiempo
posible (Gardner et al.,, 2007) y disponer
el ovocito o el embrién en volimenes
muy reducidos de medio (0,5-2puL de
medio). Asi, técnicas como Open Pulled
Straw (OPS), Solid Surface Vitrification
(SSV), cryoloop, cryotop, Vitmaster, o
fiberplugs (ver revision por Gardner et al.,
2007) se usan rutinariamente en muchos
laboratorios de fecundacién in vitro. Sin
embargo, la técnica de vitrificacion pre-
senta dos limitaciones importantes:

La desvitrificaciéon requiere diluir y reti-
rar el agente crioprotector antes de trans-
ferir el embrion. Las condiciones de ma-
nipulacion (temperatura ambiental -39°C,
temperatura de las soluciones de desvitri-
ficacion -41°C-, dilucién en soluciones
con concentraciones decrecientes de
sacarosa) son dificiles de establecer en
las granjas, extremo muy importante en el
caso del ganado vacuno.

La técnica no es sanitariamente segu-
ra. Debe tenerse en cuenta el riesgo
potencial de que se produzcan contami-
naciones cruzadas, especialmente si se
almacenan conjuntamente embriones y/o
gametos de diferentes especies. Este
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aspecto cobra especial importancia, tam-
bién, en el caso de los Bancos de Recur-
sos Zoogenéticos. Sin embargo, en la
actualidad se han modificado algunos de
los protocolos y se estan utilizando reci-
pientes estancos capaces de albergar y
aislar perfectamente el embrion u ovocito.

Biotecnologias reproductivas
desarrolladas en el SERIDA

El Area de Genética y Reproduccion
Animal del SERIDA realiza, desde hace
casi dos décadas, una intensa actividad
investigadora en el campo de las nuevas
biotecnologias reproductivas.

Los proyectos de investigacion desar-
rollados han permitido la puesta a punto
de la técnica de Ovum Pick-Up (OPUW), asi
como la de vitrificacion (sistema clasico
en pajuela) de los embriones. Estos tra-
bajos cristalizaron en la obtencion de los
primeros terneros nacidos en Espana,
tras la transferencia de embriones pro-
ducidos in vitro y conservados por vitrifi-
cacion. Asi, Pelayo y Cova fueron los
primeros terneros nacidos tras aplicar la
técnica OPU y Xicu y Marina, los primeros
que se obtuvieron tras aplicar la técnica
de vitrificacion.

Ademads, se abordd el estudio de la
repercusion de los sistemas de produc-
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cion de embriones in vitro sobre sus car-
acteristicas criobiolégicas con el fin de
disenar un sistema de cultivo capaz de
permitir un optimo desarrollo embri-
onario y que, combinado con un adecua-
do sistema de vitrificacion nos permitiera
obtener embriones in vitro que sobre-
vivieran a la criopreservacion en por-
centajes superiores al 50%. En la actuali-
dad, el método de vitrificacion clasico ha
sido sustituido por métodos de minimo
volumen, y los embriones producidos in
vitro son vitrificados por la técnica OPS o
en Fiberplugs, con elevados porcentajes
de supervivencia in vitro.

El mejor indice de calidad embrionaria
es la constatacion de que la transferencia
de los embriones a las receptoras se tra-
duzca en gestaciones, lo cual es una con-
dicién necesaria para lograr una comple-
ta expansion de las tecnologias in vitro.
Para ello, durante el Ultimo semestre de
2010 se estan realizando transferencias
de embriones producidos in vitro, con
semen sexado, en fresco o tras vitrifica-
Cion, y que serviran para comprobar si los
resultados de supervivencia in vitro obte-
nidos permiten aplicar adecuadamente la
técnica en la granja.

Las lineas de investigacion actuales en
criobiologia, pasan por mejorar la calidad
embrionaria ,previa a la vitrificaciéon junto
con la utilizaciéon de semen sexado para
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producir embriones de sexo conocido.
Todo ello, se enmarca en un programa de
investigacion que estudia el desarrollo
embrionario bovino in vitro e in vivo, con
el fin de aumentar los indices de estable-
cimiento de gestaciones del sexo desea-
do y de mejorar la supervivencia y la
salud de los animales nacidos.

Ademas de la criopreservacion de
embriones bovinos producidos in vitro,
linea que también se extiende a los ovo-
citos bovinos, otras lineas de investiga-
cién en curso son las siguientes:

* Identificacion, aislamiento y anélisis
funcional de proteinas del medio ute-
rino para su incorporacién a medios
de cultivo in vitro.

* Desarrollo de técnicas no invasivas
para predecir los indices de gesta-
ciéon de embriones y receptoras, y el
sexo de los embriones cultivados.

« Utilizacion de la microscopia de luz
polarizada como técnica no invasiva
para evaluar la calidad de los ovocitos
en especies domésticas.

 Caracterizaciéon de lineas celulares
pluripotentes en ganado bovino.
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