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L Transferencia de Embriones es
una técnica que en un principio te-
nia como objetivo tan solo el incre-
mentar cuantiosamente el numero
de descendientes de aquellas hem-
bras de un alto valor genético.

Habitualmente los programas de
seleccion genética se han basado en
la utilizacion de semen de sementa-
les catalogados como mejoradores.
Como complemento a estos sistemas
de seleccion se desarrolld la técnica
de transferencia embrionaria con el
fin de intentar conseguir el desarro-
llar estos programas de seleccion te-
niendo en cuenta ya no solo la in-
fluencia de la mejora ejercida por
los machos sino la de tanto estos ma-
chos como la ejercida por las hem-
bras.

Hoy en dia las técnicas de Trans-
ferencia Embrionarias se encuen-
tran en pleno desarrollo y como ve-
remos mas adelante se complemen-
tan con otras técnicas laboratoria-
res tales como la embriocentésis,
clonacidn, sexaje y congelacion pa-
ra intentar incluso conseguir que la
incidencia de aquellas hembras de
élite en su raza sea comparable a la
incidencia que pueden ejercer los se-
mentales de élite.

Actualmente son muchos los pro-
yectos de investigacion que se ba-
san en técnicas de Transferencia
Embrionaria en todo el mundo, pe-
ro como es de suponer existen una
serie de paises entre los cuales se en-
cuentra el nuestro, en los que estas
técnicas estan aun en la fase de de-
sarrollo y tienen como objetivo la
consecucion de un incremento en el
numero de descendientes de las
hembras de alto valor genético.
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Congelacion de embriones.

Realidad y presente de la
tecnologia MOET

El uso comercial de la tecnologia
de Transferencia Embrionaria co-
menzo con la primera empresa del
sector fundada en 1971 en Alberta
(USA). Hoy en dia dicha tecnologia
se encuentra difundida por la ma-
yor parte de los paises industriali-
zados.

Esta técnica reproductiva se de-
sarrolla asiduamente en ganado bo-
vino lechero, existiendo un nume-
ro importante de empresas extran-
jeras dedicadas a dicho tema. En
cuanto a su aplicacién en otras es-
pecies cabe destacar la especie hu-

mana y en menor cuantia los peque-
nos rumiantes y algunas especies en
peligro de estincion. En cuanto a las
especies de laboratorio se trabaja
preferentemente en ratones, ratas y
en conejas.

Hoy en dia la tecnologia de
Transferencia Embrionaria no solo
se encamina a la recoleccion de em-
briones de un buen ejemplar y su
transferencia no quirargica y en
fresco a otros animales, sino que a
su vez, se basa en la posibilidad de
congelar dichos embriones y poder
conservarles a —196° C durante un
periodo de tiempo ilimitado hasta
su transferencia en el momento de-
seado.
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La técnica de ET aunque para al-
gunos siga pareciendo una técnica
semidesarrollada es una técnica que
en la actualidad se emplea con bue-
nos resultados. Esta tecnologia de re-
produccion cada dia se desarrolla a
un nivel mas practico, disponiendo
en la actualidad el pequeno ganade-
ro de la posibilidad de realizarla sin
demasiado esfuerzo en su propio es-
tablo.

Esta tecnologia se aplica para di-
ferentes programas. Como ejemplo
podemos nombrar los programas de
seleccion de sementales que se lle-
van a cabo en paises como Canada,
este pafs actualmente emplea esta
tecnologia para proceder a una va-
loracién mas rapida y efectiva en la
seleccion de sementales bovinos le-

cheros, este programa se conoce con
el nombre de “TEAM’".

La realidad actual de la técnica
de MOET se puede observar ojean-
do los datos publicados por Thibier
(1988), en ellos se observa que
anualmente se transfieren unos
200.000 embriones bovinos en to-
do el mundo. Algo mas de la mitad
de ellos lo son en Norte América.
En Europa se transfirieron en 1986
unos 35.000, existiendo una gran
progresion en paises como Francia,
Alemania y Paises Bajos. De cual-
quier forma si se comparan estas
cifras con las de 80 millones de in-
seminaciones actuales se concluye
que todavia la técnica de MOET de-
be desarrollarse.

En nuestro pais no existen datos
exactos acerca del uso de las técni-
cas de ET que nos den una aproxi-
macion del nimero de embriones
transferidos. Como orientacion di-
ré que en una sola empresa priva-
da del sector (Tauste Ganadera, S.
A.) se viene trabajando sistematica-
mente en esta técnica tanto en fres-
co como en congelado. Durante el
ano 1988 se realizaron 47 lavados
y se recolectaron 336 embriones,
159 de los cuales se transfirieron en
fresco o en congelado y 129 se de-
positaron en el banco de embriones
de la propia empresa. En 1989 los
numeros se han incrementado sus-
tancialmente, existiendo en la ac-
tualidad un banco de embriones
congelados para la venta y un Ser-
vicio de Transferencia Embrionaria
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por parte de esta empresa a las ga-
naderias que lo soliciten.

Los porcentajes de gestaciones
positivas que se obtienen en esta
empresa son de 55 % en fresco y del
45 % en congelado, lo que se apro-
xima enormemente a los resultados
publicados por los autores extran-
jeros.

En la actualidad se estan ponien-
do en marcha diferentes programas
de Mejora genética del ganado bo-
vino por parte de diferentes Comu-
nidades Auténomas (Madrid, Can-
tabria, Galicia, etc.), lo que proba-
blemente se traducira en una pron-
ta e importante mejora de la cabana
bovina lechera Espanola.

De todo lo expuesto se puede de-
ducir que la tecnologia de la Trans-
ferencia embrionaria se encuentra
lo suficientemente avanzada como
para poder ser empleada con éxito
en la ganaderia Espanola.

Futuro de la tecnologia MOET

Las investigaciones que hoy en
dia se llevan a cabo se basan en con-
seguir mejorar la eficacia de esta téc-
nica en el sentido de poder obtener
un mayor nimero de descendientes
de aquellas hembras catalogadas co-
mo de élite, para que de esta mane-
ra se pueda ejercer una mayor inci-
dencia en la mejora de las diferen-
tes razas.

Actualmente se llevan a cabo in-
vestigaciones encaminadas a conse-
guir otros métodos alternativos de
superovulacion artificial de las hem-
bras asi como la clonacion de em-
briones.

Por otra parte, se observa un
marcado interés en conseguir un sis-
tema de sexaje de los embriones que
permita la obtencion de tan solo ani-
males del sexo deseado.

Como complemento existen una
serie de investigaciones menos avan-
zadas entre las que podemos nom-
brar las encaminadas a realizar
transferencia de material genético
para obtener animales con unas cua-
lidades determinadas, esto es la tec-
nologia conoctda con el nombre de

Transgénicos, o las de maduracion
in vitro de ovocitos y posterior fe-
cundacion y maduracion in vitro.

Segun lo expuesto cuatro son a
mi entender los parametros que se
vislumbran como futuro de la tec-

nologia MOET:

A) Estudio de las alternativas de
superovulacion.

B) Clonacion de embriones.
C) Sexaje de embriones.
D) Congelacion de embriones.

Otras alternativas de control
de la superovulacion

En las primeras investigaciones se
compararon los resultados obteni-
dos mediante las técnicas de supe-
rovulacion bien con PMSG o con
FSH. Se observé que el numero de
embriones viables era mayor cuan-
do se utilizaban técnicas de supero-
vulacion mediante FSH (Elsden et
al 1978). Se hicieron investigacio-
nes acerca de la mejora de resulta-
dos al combinar las dos horm onas
(Seidel et al 1971).

Murphy et al (1984) observaron
que cuando se utilizaba FSH con
una pequena cantidad de LH se ob-
tenian peores resultados de supero-
vulacion que al utilizar FSH pura.
Donalson y Ward (1985) elimina-
ron la fraccion LH del compuesto
FSH hasta entonces utilizado, con-
siguiendo unos resultados de casi ¢l
doble de respuesta en la superovu-
lacion.

Saumande y Chupin (19806) uti-
lizando anti-PMSH a donadoras que
habian sido previamente tratadas
con PMSG observaron que cuanto
mayor era la dosis de PMSG menor
era la respuesta de superovulacion.
Moyaert et al (1985) observaron
que inyectando un anticuerpo mo-
noclonal de la PMSG en el momen-
to del estro y consiguiente trata-
miento de 3.000 UI de PMSH el dia
10 con prostaglandina el dia 12 se
producia un rapido descenso de los
niveles de estradiol y por consi-
guiente un menor numero de foli-
culos que no llegaban a ovular.

La utilizacion del GnRH ha sido
estudiada en varias ocasiones y se
han observado diferentes resultados
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segun autores. Wubishet et al
(1986) inyectaban un total de 50 mg
de FSH durante un periodo de cin-
co dias con la inyeccion de 250 mg
de GnRH, observaron que esta
practica disminuye el numero de no
fertilizados por recoleccion desde
2,3 a tan solo 0,8, incrementando
por el contrario el numero de em-
briones fertilizados por recoleccion

desde 6,5 a 9,3.

De cualquier forma siempre se
han publicado datos que resaltan la
tremenda variabilidad individual y
especialmente entre el periodo que
transcurre desde la inyeccion de
prostaglandinas y la presentacion
del pico de LH. Parece claro que es
necesario el investigar sobre otro
método de asegurar la presencia de
este pico de LH asegurando de esta
forma la ovulacién de todos los fo-
liculos en condiciones de producir
un ovocito viable.

Varias son las hormonas en las
que habria que fijar las investigacio-
nes futuras:

1-Inhibina: Los foliculos bovinos
contienen Inhibina, la cual provo-
ca un feedback negativo en la libe-
racion de FSH. Si se preparasen an-
ticuerpos de la Inhibina o inmuni-
zando a los animales contra esta
hormona se esperaria un incremen-
to en la liberacién natural de FSH.

2-FGI: El Factor inhibidor Foli-
cular ha sido detectado en los foli-
culos. Este factor es probablemen-
te el que juega un importante pa-
pel en la inhibiciéon del crecimien-
to de otros foliculos al menos en
ovinos. Un estudio profundo de es-
te factor podria ayudar a la conse-
cucién de un mayor porcentaje de
desarrollo folicular.

3-SHI: La Hormona Esteriode de
Inmunizacion puede ser otra de las
que juegue un importante papel en
la regulacion de la superovulacion
ya que, unas altas concentraciones
de andrdgenos pueden “inhibir la
ovulacién. Bindon et al (1986) ob-
servaron que la inmunizacion de
ovejas contra la androsterona incre-
menta el nimero de ovulaciones.

Todavia no ha sido demostrado
que ninguno de estos factores pro-
voquen algun efecto positivo en la
superovulacion de bovidos, pero
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una investigacion mas profunda es
necesaria, ya que se sabe que algu-
no de estos factores incrementa el
tamano de la camada en otras espe-
cies de menor talla.

Bindon et al (1986) observaron
que el ganado bovino parece ser
mas sensible a los tratamientos de
superovulacion mediante FSH que
con ningun otro tratamiento, sin
embargo se sabe poco a cerca de las
diferencias genéticas y su relacion
con la respuesta a la superovulacion
de vacas. Por otra parte se han vis-
to diferencias genéticas en otras es-
pecies como la ovina, donde se ha
estudiado este factor en la raza Me-
rina (McNatty et al 1985, Bindon
et al 1986) y en la raza Javanese
(Brandford et al 1986).

Clonaje de embriones

Tras muchos anos de duro traba-
jo los cientificos e investigadores
han sido capaces de mejorar las téc-
nicas de embriocentesis (dividir un
embrion en dos mitades) con el fin
de conseguir animales genéticamen-

{Doc. Agrar. Division Ganadera).

| te idénticos. De cualquier forma, es-
tas técnicas tan solo permiten la ob-
tencion de un numero finito de ani-
males procedentes de un mismo em-
brion.

Como consecuencia de las inves-
tigaciones realizadas para poder ob-
tener un namero elevado de anima-
les genéticamente idénticos se pusie-
ron en practicas trabajos de clona-
je de embriones para de esta manera
poder obtener un numero infinito
de animales genéticamente idénti-
cos. Asi pues, con el uso de técni-
cas de transferencia nuclear por par-
te del Dr. Willadsen se consiguio
por primera vez en el mundo clo-
nar embriones de oveja con éxito y
algo mas tarde el clonaje de embrio-
nes de vacas lecheras.

El Dr. Willadsen consigui6 el pri-
mer nacimiento de ternera proce-
dente de técnicas de clonaje en 1986
en los Estados Unidos. De este mis-
mo clonaje se conservan actualmen-
te seis generaciones diferentes de
embriones procedentes del mismo
embrion.

Recogida de
embriones

de vaca donante
«campeonan.

Transplante
de un embridn
FLECKVIEH
en una novilla

receptora
de otra raza.
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Desde el comienzo de las practi-
cas de clonaje se han conseguido
mas de 100 animales nacidos me-
diante estas técnicas.

El diagrama que aparece en este
trabajo explica esquemadticamente
los pasos que se siguen para la rea-
lizacién de estas técnicas de clona-
je.

La técnica comienza con la reco-
leccion de un embridn en estadio de
16 células. Mediante técnicas de
transferencia nuclear se extrae uno
de los 16 blatémeros, el cual con-
tiene la informacion genética com-
pleta del animal. El nuicleo se trans-
tiere posteriormente al citoplasma
de un ovocito no fertilizado o den-
tro de un ovulo u ovocito vacio, al
cual se le habia eliminado su nucleo.
Este clon se cultiva in vitro duran-
te un dia en un tubo de ensayo y lue-
go se transfiere al utero de una ove-
ja, donde se mantiene durante el pe-
riodo de cuatro-cinco dias (normal-
mente se introducen un total de
15-30 embriones clonados en la
misma oveja). Se recolectan los em-
briones posteriormente mediante la-
vado del dtero y normalmente nos
encontramos con embriones en es-
tadio de 16 células a blastocisto. Es-
tos pueden ser transferidos a otras
novillas receptoras o pueden desti-
narse a posterior clonaje para pro-
ducir una segunda generacion y pos-
teriormente tercera, cuarta e infini-
tas generaciones de embriones clo-
nados.

Partiendo desde el embridon ori-
ginal de 16 células se pueden obte-
ner tedricamente 16 embriones, to-
dos del mismo sexo y genéticamen-
te idénticos. El proceso de clonaje
puede realizarse una y otra vez con
lo que se podria obtener un nume-
ro ilimitado de animales proceden-
tes de la misma vaca.

Actualmente las técnicas de clo-
naje permiten obtener tres genera-
ciones de embriones clonados en
menos de un mes. Esta tecnologia
es clertamente un gran avance ge-
nético y puede permitir la obtencion
rapida de una gran influencia gené-
tica de una vaca sobre su raza.

Aun existen ciertos problemas
para que estas técnicas de clonaje se
realicen asiduamente. Asi, por ejem-
plo, el porcentaje de gestaciones que
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se obtienen con estos embriones clo-
nados en los Estados Unidos es del
40% lo que significa unos porcen-
tajes de gestacion un 15 % menores
que los registrados cuando se trans-
fieren embriones originales. El por-
centaje de embriones que se abor-
tan es también mayor. Los embrio-
nes clonados pueden ser también
congelados pero hoy en dia todavia
no se han publicado porcentajes de
gestaciones positivas obtenidas.

Queda claro que aun es necesa-
rio poner a punto la técnica ya que
todavia existen muchas cuestiones
biologicas como pueden ser las de:
¢Bajo que parametros se deben ele-
gir las células madre para obtener
mejores resultados?, ;en qué estado
deben encontrarse? o ;qué tipo de
ovulo debe utilizarse?

El costo economico de la técnica
de clonaje es actualmente alto y mas
todavia en el caso de que no se tra-
duzca en resultados positivos. Pro-
bablemente con el trascurso del
tiempo este coste se vera reducido
notablemente. De cualquier forma
la técnica de clonaje es econdmica-
mente viable en la actualidad tan s6-
lo para las vacas de super élite no
siendo asi para un tipo de vaca co-
mercial.

Actualmente se encuentran opi-
niones de tipo muy diverso acerca
de la efectividad y conveniencia de
profundizar en la técnica del clona-
je. Como opinidn personal mencio-
naré que siempre que se instaura
una nueva técnica de reproduccion
se forman dos bandos opuestos y
que por ello siempre hay ganadores
y vencidos. Como ejemplo basta con
nombrar lo ocurrido cuando se em-
pez6 a trabajar tanto con la IA o con
la ET (hoy en dia mds comunmen-
te lamada MOET, lo que se refiere
a las iniciales inglesas de Multiovu-
lacion Embryo Transfer) .

El clonaje se aventura como una
técnica de reproduccion del futuro,
ya que esta técnica tiene un €nor-
me potencial de produccion de un
numero elevado de descendientes
una y otra vez. Cuando el coste y
la efectividad de esta técnica mejo-
ren se convertira en una técnica a
utilizar por los criadores de gana-

do.

En cualquier mente se plantea lle-
gando a este punto el tema de la po-
sibilidad de manipular genética-
mente los embriones humanos con
el fin de obtener un tipo de perso-
nas genéticamente idénticas.

A todos se nos viene a la mente
la tamosa obra «Un Mundo Feliz»
en el que el nacimiento de los seres
humanos se encontraba perfecta-
mente programado, no s6lo a nivel
temporal sino a nivel genético con
el fin de obtener seres aptos para
clertas misiones.

Con la técnica del clonaje hoy en
dia es teéricamente posible obtener
un numero infinito de personas ge-
néticamente idénticas, lo que en
parte puede representar un cierto
desafio para la humanidad.

Dejando aparte la ciencia ficcion
debemos mencionar el gran avance
que esta técnica puede suponer en
el avance genético de nuestras va-
cas lecheras. Todo el mundo sabe
que mientras hay vacas que dificil-
mente llegan a producir 5.000 litros
de leche por ano existen otras que
producen mas de 15.000. Estas va-
cas, utilizando técnicas reproducti-
vas habituales, suelen dejar tan s6-
lo una descendencia compuesta por
3-4 hl]aS lo ‘que no ejerce practlca—
mente ningun peso en la mejora de
la raza. Con la técnica de clonaje es-
tos animales pueden multiplicar una
y otra vez esta descendencia, pero
ademds dando un tipo de hijas exac-
tamente idénticas y st se apoya esta
técnica con la de la congelacion em-
brionaria se puede obtener hijas de
esta vaca una vez que ya se ha com-
probado el rendimiento de su her-
mana genéticamente idéntica.

El sexaje de embriones dejara de
ser un problema cuando se utilicen
estas técnicas, con lo cual los gana-
deros que lo deseen tan sélo obten-
dran partos que den como resulta-
dos hembras de un alto valor gené-
tico, elimindndose de esta manera
las pérdidas que ocasiona la obten-
cion de machos en las ganaderias de
vacas lecheras. El caso contrario
puede darse como ejemplo en gana-
do vacuno de lidia, en el que se po-
drdn obtener machos genéticamente
idénticos a algin macho que haya
demostrado su bravura en la plaza.
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1: Una morula en estadio de 16 cé-
lulas.

2: Un blastomero que ha sido extrai-
do de la morula mediante técnicas de
transferencia nuclear.

3: Un ovocito o huevo no fertilizado
al que se le elimina el contenido o nu-
cleo y se le transfiere el blastomero ex-
traido.

4: Cultivo in vitro del huevo en tubo
de ensayo y posteriormente incubado
en el utero de una oveja dyrante 7 dias,
lo que se traduce en la obtencion de un
embrion en estadio de 16 células.

5: Morula en estadio de 16 células.
Esta puede volver a utilizarse para la ob-
tencion de una segunda generacion.

6: Blastomero de segunda genera-
cion que se ha extraido de su mérula co-
rrespondiente y que puede transferirse
a otro huevo vacio para su posterior cul-

tivo.

w

Sexaje de embriones

El sexaje de embriones se encuen-
tra actualmente en un estado en el
que todavia no se ha conseguido ob-
tener una metodologia lo suficien-
temente eficaz y econdémica como
para emplearla asiduamente en las
practicas diarias.

Hoy en dia es posible realizar el
sexaje de embriones recurriendo al
estudio del cariotipo de los mismos
por técnicas de tincién del material
celular. También es posible sexar los
embriones atendiendo a tecnologias
inmunitarias, entre las que apare-
cen como mas viables las de detec-
cion del antigeno HY.

La técnica de sexaje conocida con
el nombre de sonda de DNA esta
siendo puesta a punto en el INRA.
Esta técnica parece ser prometedo-
ra y de pronta aplicacion.

A mi entender con el desarrollo
de la tecnologia de clonacién y en
conjuncion con la tecnologia de tin-
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cién y estudio del cariotipo se dis-
pondra en un futuro no muy lejano
de la posibilidad del sexaje de em-
briones a un coste relativamente ba-
jo, lo que se traducird en la utiliza-
cién de la tecnologia de ET a un ni-
vel extremadamente renatable.

Congelacion de embriones

La técnica de congelacion em-
brionaria podemos decir que se en-
cuentra muy desarrollada en la es-
pecie bovina. Como muestra basta
decir que en la actualidad se prac-
tica la congelacion de embriones bo-
vinos de 7 dias de edad y se conser-
van en nitrégeno liquido a una tem-
peratura de —196° C durante pe-
riodos indefinidos de tiempo.

Todas las empresas comerciales
del sector utilizan técnicas de con-
gelacion clasicas utilizando los bio-
congeladores automaticos y conge-
lando los embriones a una velocidad
lenta en una solucion de PBS al
8-10% de glicerol.

En nuestra empresa empleamos
esta técnica cldsica con buenos re-
sultados, lo que demuestra la posi-
bilidad de utilizar esta técnica en
paises desarrollados y que verdade-
ramente estén interesados en reali-
zar una mejora genética de su ca-
bana de animales lecheros.

Esta tecnologia de crioconserva-
cion de embriones sigue desarrollan-
dose dia a dia, ya que en la actuali-
dad el coste que genera es lo sufi-
cientemente elevado como para que
se investiguen sistemas de congela-
cion alternativos mas baratos. Este
elevado coste viene determinado en
gran medida por la necesidad de uti-
lizar biocongeladores automaticos
que ademas de consumir una can-
tidad apreciable de nitrégeno liqui-
do requieren de una inversion con-
siderable de dinero para su adqui-
sicion.

Actualmente se sigue investigan-
do en técnicas de congelacion que
permitan la conservacion de los em-
briones a esa temperatura pero sin
la necesidad de utilizar los biocon-
geladores automaticos. Como ejem-
plo podemos nombrar la técnica de
vitrificacion, la cual aparece como
una técnica laboriosa pero que per-
mite la conservacién de los embrio-
nes a —196° C sin haber sido con-
gelados.

Conclusiones

Las técnicas de Transferencia em-
brionaria se encuentran actualmente
a un nivel que permiten la comer-
cializacion de embriones congelados
de alto valor genético a un coste al
alcance de los ganaderos de vacuno
lechero.

En los proximos anos asistiremos
probablemente a un desarrollo ful-
minante de las técnicas asociadas a
la técnica de Transferencia Embrio-
naria, lo que permitira mejorar la
genética de los efectivos de vacas le-
cheras a unos niveles insospechados.

El desarrollo de técnicas asocia-
das tales como la clonacion y el se-
xaje de embriones impulsaran enor-
memente la utilizacion de esta tec-
nologia reproductiva.
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