REVISION

Biotecnologias embrionarias aplicadas a la reproduccion
en la hembra

Embryonic biotechnologies applied to reproduction in the female

Emilio Espinosa Velazquez

Académico de Numero de la Real Academia de Doctores de Espaiia.

e.espinosavelazquez@gmail.com

An. Real. Acad. Doct. Vol 2, (2017) pp. 144-163.

RESUMEN

ABSTRACT

Abordamos las siguientes biotecnologias
reproductivas: la Maduracion Ovocitaria
In Vitro (M.L.V.), que constituye una etapa
decisiva en el proceso de produccién in
vitro de embriones; la Obtenciéon y
seleccion de ovocitos; La Fecundacion In
Vitro (F.L.V.), clave para acceder al
progreso genético del animal y de la
especie; La Transferencias de Embriones
(T.E.), que permite intensificar la selecciéon
animal desde la hembra; La Congelacion
de Embriones, donde las modificaciones
fisicas de las células y el grado de
cristalizacién intracelular, son el punto
critico, Las Cadenas Biotecnoldgicas,
como la Clonacion (utiliza el control del
ciclo, la capacitacidn in vitro, la maduracién
ovocitaria in vitro, el diagnostico pre-
implantatorio, la congelacion de embriones,
la transferencia embrionaria, etc.) siendo
similar lo que ocurre con la Transgenesis;
La Inyeccién Intra Citoplasmatica de
Espermatozoides (ICSI), es la
introduccién directa de un espermatozoide
en el ovocito; La Criopreservacion de
Ovocitos y Embriones de mamiferos, hoy

We address the following reproductive
biotechnologies: Oocyte In  Vitro
Maturation (M.LV.), which constitutes a
decisive step in the process of in vitro
embryo production; Oocyte collection and
selection; In Vitro Fertilization (F.L.V.),
key to access the genetic progress of the
animal and the species; Embryo Transfer
(T.E.), which allows intensification of
animal selection from the female; Embryo
Freezing, where the physical modifications
of the cells and the degree of intracellular
crystallization, are the critical point;
Biotechnology Chains such as Cloning
(using cycle control, in vitro oocyte
maturation, pre-implantation diagnosis,
embryo freezing, embryo transfer, etc.).
Transgenesis; Intra-cytoplasmic Sperm
Injection (ICSI) is the direct introduction
of a spermatozoon into the oocyte;
Cryopreservation of oocytes and
embryos of mammals, today, has become
an integral part of assisted reproduction;
The Vitrification; The Open Pulled Straw
(0.P.S.); Preimplantation genetic
diagnosis (DPI), which represents
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en dia, se ha convertido en parte integral de
la reproduccion asistida; la Vitrificacion; la
Open Pulled Straw (0.P.S.); El
Diagnoéstico Genético Preimplantatorio
(DPI) que representa un progreso en la
prevencion precoz de enfermedades
genéticas graves; El Sexaje de Embriones,
que permite aumentar el porcentaje de
descendientes de una hembra para ese
sexo; La Clonacion por Transferencia de
Nucleos, la Transgénesis que permite
crear un individuo que ha recibido ADN
diferente al de su patrimonio genético; y
finalmente las Biotecnologias
Reproductivas en Acuicultura Industrial,
tales como: El Control del Sexo, hembras
masculinizadas (productoras de semen
monosexo) y La  Triploidizacion
produciendo hembras estériles (XXX).

progress in the early prevention of serious
genetic diseases; Embryo Sexing, which
allows to increase the percentage of
descendants of a female for that sex; The
Cloning by Transfer of Nuclei, the
Transgenesis that allows to create an
individual that has received DNA different
from the one of its genetic patrimony; And
finally the Reproductive Biotechnologies
in Industrial Aquaculture, such as: Sex
Control, masculinized females (producing
only X semen) and Triploidization
producing sterile females (XXX).

Palabras clave: Biotecnologia Reproduccién.
Maduracién Ovocitaria In Vitro. Fecundacién In
Vitro. Transferencias de Embriones.
Congelacion de  Embriones.  Clonacidn.
Transgénesis. Inyeccidn Intra Citoplasmatica de
Espermatozoides. Criopreservaciéon de Ovocitos
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1.INTRODUCCION

Ninguna tecnologia reproductiva podra compararse con la importancia y el
impacto que supuso hace mas de 10.000 afios, la domesticacion y reproduccion de
las especies salvajes, que Solis y Selles (2005) situan en los siguientes momentos:

Lugar Especie Animal Desde hace (aiios)
Oriente préoximo Cabra, Oveja, Cerdo, Vaca y Caballo 10.500
China Cerdo y Gusano de seda 9.500
Meso-América Pavo 5.500
Andes y Amazonia | Llamay Cobaya 5.500

2. BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS: ETAPAS

Si bien, es a principios del siglo XX, cuando se sitda el inicio de la primera
generacion de biotecnologias reproductivas, que finaliza con el control hormonal
del ciclo en la década de 1960. A partir de entonces, se consideran al menos 4
generaciones biotecnolégicas reproductivas mas.

Desarrollo cronolégico de las Generaciones biotecnoldgicas de la Reproduccion

Generacion | década Acontecimientos
12 1900-1960 | Inseminacidn Artificial; Criobiologia Semen; Control Ciclo
28 1970 Transferencia, congelacion y division de embriones
34 1980 Sexaje de espermatozoides y embriones. Produccion in vitro
42 1990 Clonacién con células somaticas
52 2000.... Transgénesis, Gen Farming, Células Madre

La biotecnologia de la reproduccién engloba el conjunto de técnicas que
permiten mejorar la eficacia reproductiva, (Pérez y Pérez F y Pérez Gutiérrez JF.,
2005, y 2008), en este documento que forma parte de mi discurso de ingreso en la
Real Academia de Doctores de Espafia (Espinosa, E. 2010), abordaremos
Unicamente las relacionadas con el embrién.
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3. MADURACION OVOCITARIA IN VITRO (M.LV.)

La Maduraciéon Ovocitaria In Vitro (M.L.V.), constituye una etapa decisiva en
el proceso de produccién in vitro de embriones, ya que requiere la simulacién
coordinada y completa de los procesos que se dan in vivo.

El objetivo de la MIV es suministrar ovocitos maduros, aptos para la
fecundacién in vitro (FIV) y el posterior desarrollo embrionario.

Las primeras seis horas de cultivo representan el periodo critico, durante el
cual las hormonas gonadotropas deben estar presentes y activas para iniciar una
maduracion meidtica completa. Las primeras seis horas corresponden, sin
embargo, al periodo de “reposo”, que es cuando morfolégicamente se llevan a cabo
menos cambios. En contraste, las mayores transformaciones estructurales ocurren
durante la segunda fase de “calma” metabdlica. (Szollosi y cols., 1988).

4. OBTENCION Y SELECCION DE OVOCITOS

El nimero de ovocitos de alta calidad recogidos por ovario es un punto
clave en la produccién in vitro de embriones. Los ovocitos empleados para MIV
pueden ser obtenidos in vivo por via quirurgica (ovarios de hembras
ovariectomizadas) o por laparoscopia (por medio de la técnica conocida como
OPU), aunque estos métodos tienen el inconveniente de ser caros y el nimero de
ovocitos recuperados por ovario es muy bajo.

Generalmente el material usado en la produccidn in vitro de embriones de
animales domésticos procede de hembras sacrificadas, debido a que son una
fuente de ovocitos muy abundante y facil de utilizar para la produccién in vitro de
embriones a gran escala a través de la MIV-FIV (Wani, 2002). Sin embargo, el uso
de ovarios procedentes de animales sacrificados en matadero implica el uso de
ovocitos de hembras en estados fisiolégicos muy variables y la gran mayoria de las
veces desconocidos.

Tras la recuperacion de los ovocitos se procede a seleccionarlos.
Generalmente, esta seleccidn se realiza en base a sus caracteristicas morfolégicas,
basandose principalmente en las caracteristicas de las células del ciimulus y del
citoplasma.

A continuacién resumimos algunos ejemplos de la seleccion ovocitaria, en
funcion de las células del cumulus y del citoplasma (Gonzalez, 2003).
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5. SELECCION OVOCITARIA EN FUNCION DE LAS CELULAS DEL
CUMULUS Y DEL CITOPLASMA

CARACTERISTICAS DEL OVOCITO AUTOR
Cumulus completo y Citoplasma heterogéneo Leibfried y First, 1979
Cuimulus compacto y Citoplasma homogéneo Hazaleger y cols., 1992
Citoplasma heterogéneo Fukuda y cols., 1993
Cumulus compacto y Citoplasma homogéneo Hawk y cols., 1994
Citoplasma heterogéneo Blondin y cols., 1995
Varias capas de cumulus Konishi y cols., 1996
Cumulus compacto Moor y Trouson, 1997
Citoplasma heterogéneo Nagano y cols., 1999
Cumulus compacto Ceticay cols., 1999

> de 5 capas de camulus y Citoplasma homogéneo Mayes y cols., 2001

(Gonzalez, 2003)

Uno de los métodos de seleccion de ovocitos mas reciente, es el propuesto
por Choi y cols., (2008) el cual se basa en la respuesta de los ovocitos a la
dielectroforesis, y en la hipdtesis de que los ovocitos sanos (con pleno potencial de
desarrollo) y ovocitos no sanos (que carecen de potencial de desarrollo) tienen
diferentes propiedades dieléctricas. Los resultados demostraron que la diferencia
en la velocidad dielectroforética puede ser usada para establecer un criterio
objetivo para la seleccion de ovocitos.

6. FECUNDACION IN VITRO (F.LV.)

Las expectativas de produccion in vivo de embriones se han visto
defraudadas con el tiempo pues su rendimiento no era tan elevado como se
suponia en un principio, debido a varias causas: el numero de embriones
transferibles obtenidos es bajo; la existencia de hembras que no responden
adecuadamente a los tratamientos para inducir una ovulacién multiple; la
necesidad de respetar los periodos de descanso entre dos recogidas consecutivas y
la obligatoriedad de que las donantes estén en perfectas condiciones fisiolégicas y
ginecolodgicas. (Pérez y Pérez F y Pérez-Gutiérrez JF., 2008).
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La fecundacidn es el acontecimiento mas importante e intimo de la vida, que
permite el mantenimiento de la especie. Controlando in vitro la fecundacion, se
accede al progreso genético del animal y de la especie, abriendo la puerta al
desarrollo in vitro post-fecundacion.

La FIV es una técnica que permite conocer mejor los mecanismos de la
fecundacion, pero también sirve para estudiar el ovocito y su maduracién, la
capacitacion de los espermatozoides, la activacion del huevo, el control del genoma
embrionario, los mecanismos de la division celular, la influencia de los genomas
materno y paterno, las interacciones entre el nuicleo y el citoplasma, el papel de los
mediadores bioquimicos establecidos entre la madre y el embrién, los mecanismos
de diferenciacion de los blastémeros, los fendmenos inmunolégicos implicados en
el mantenimiento de la gestacion, etc.

La produccién de embriones in vitro representa una de las técnicas mas
importantes en la biotecnologia de la reproduccion. Hoy dia es posible extraer
ovocitos inmaduros de los foliculos presentes en la superficie ovarica, asegurar su
maduracion, fecundarlos y cultivar los embriones obtenidos, realizando in vitro
todas las operaciones. Los embriones pueden ser utilizados tanto en programas de
transferencia como para obtener citoplastos para trasplante de nucleos y
produccién de clones.

7. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (T.E.)

Las primeras transferencias de embriones las realiz6 Heape a mediados del
siglo XX, desde entonces se han llevado a cabo transferencias desde el estadio de
huevo, pasando por los de 2, 4, 8 0 16 células, de moérula, o de blastocisto. Por su
complejidad, dificilmente puede desplazar a la I.A. como técnica de reproduccién
generalizada, aunque ofrece la posibilidad de intensificar la seleccién animal desde
la hembra. La posibilidad de congelacion de los embriones ha contribuido
ampliamente a la extension de esta biotecnologia

Son muchos los objetivos de las T.E.: obtencion de una mayor descendencia
de animales de alto valor genético; obtencién y venta de reproductores; obtencién
de descendientes de reproductores de gran valor, con problemas para una
reproduccion tradicional; obtencion de embriones para exportacion; introduccion
de nuevos genes en rebafios, asi como recuperar patrimonios genéticos en rebafios
afectados por problemas patolégicos.

Una buena sincronizacién uterina debe existir entre donante y receptoras,
debiendo ser inferior a 48 o incluso a 24 horas la diferencia entre el dia del ciclo de
ambas, si queremos obtener buenos resultados.
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La T.E., permite desarrollar programas MOET, en los que se puede conseguir
un rapido progreso genético gracias a la superovulacion de las hembras donantes y
al trasplante de sus ovocitos-embriones, observandose un progreso genético mas
rapido con los esquemas que utilizan la superovulacién y la T.E., que con los
métodos convencionales de testaje sobre descendencia.

8. CONGELACION DE EMBRIONES

La primera congelacién de embriones de mamiferos se llev6 a cabo en 1952
(Smith), pero no fue hasta 1974 cuando Whittingham, obtuvo el primer nacimiento
por transferencia de un embrién ovino congelado.

Para la Congelacion de embriones, debemos seguir los principios de la
criobiologia, aunque en el caso de los embriones juegan un importante papel para
la posibilidad de supervivencia, las modificaciones fisicas de las células y el grado
de cristalizacion intracelular.

Los movimientos y los cambios de fase del agua intracelular, asi como la
velocidad de enfriamiento, tienen una gran importancia. En la congelacion rapida,
la célula esta poco deshidratada y el agua intracelular forma grandes cristales que
originan lesiones irreversibles de las membranas y de las estructuras
intracelulares en el momento de la descongelacién. Cuando la congelacion es lenta,
la célula tiene tendencia a deshidratarse fuertemente, lo que limita la formacién de
cristales y favorece una buena supervivencia en la descongelacion, aunque, si la
congelaciéon lenta continda durante mucho tiempo, la célula se deshidrata
demasiado y se produce un excesivo aumento en la concentracién intracelular de
electrolitos y muere la célula. Ante estas dos indicaciones contradictorias, la mejor
solucién es una congelacién lenta, seguida de una muy rapida, lo que implica la
formacién de un escaso numero de pequefos cristales, compatibles con la
supervivencia celular. La cantidad de micro cristales intracelulares, no debe
sobrepasar el umbral letal que varia para cada célula.

La velocidad de descongelacion debe ser muy rapida (2.000°C. por minuto),
para evitar la formacién de cristales (recristalizacién), lo que originaria a su vez,
lesiones irreversibles en la célula.

9. PERSPECTIVAS DE CRIOCONSERVACION EMBRIONARIA

Seria importante encontrar métodos de conservaciéon menos drasticos para
los embriones que el nitrégeno liquido, ya que la viabilidad embrionaria después
de las micro manipulaciones esta ya alterada, mas aun si se realiza un sexaje, una
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clonacién, una transferencia de ntcleos o se someten los embriones a programas
de transgénesis.

Con el progreso de las técnicas de F.I.V. es importante desarrollar técnicas
de conservacién de gametos femeninos, pero el ovocito es una célula muy diferente
al huevo: su citoesqueleto comprende un huso mitético de microtdbulos cuya
integridad es indispensable para mantener los cromosomas agrupados en la placa
metafasica. Ademas, el huso es muy sensible a los descensos de temperatura, y la
congelacion puede originar dafios irreversibles tales como la dispersion de los
cromosomas o una mala migracién, que origine anomalias cromosémicas y
mortalidad embrionaria.

10. NUEVAS TECNOLOGIAS EN REPRODUCCION: CADENAS
BIOTECNOLOGICAS

Todas las tecnologias reproductivas que hemos abordado (transferencia y
congelacion de embriones, asi como la FIV) permiten avanzar en reproduccién
animal y desarrollar nuevas posibilidades biotecnolégicas de consecuencias casi
imprevisibles. Actualmente, ya se consideran cadenas biotecnolégicas, que
integran varias técnicas, tales como la clonacion (utiliza el control del ciclo, la
capacitacion in vitro, la maduracidn ovocitaria in vitro, el diagndstico pre-
implantatorio, la congelacion de embriones, la transferencia embrionaria, los
signos embrionarios de reconocimiento, métodos de diagndstico y mantenimiento
de gestacion, etc.) siendo similar lo que ocurre en los aspectos relacionados con la
transgénesis.

Aunque es dificil prever y cuantificar el impacto de todos estos avances
tecnolégicos, es previsible que efectos muy positivos, tanto directos como
aplicados a otras especies (incluida la humana) puedan permitir mejorar la
produccién, avanzar en el progreso genético, luchar contra procesos patolégicos,
mejorar las posibilidades reproductivas, etc.

11. INYECCION INTRA CITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES
(ICST)

La Inyeccion Intra Citoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), es la
introduccién directa de un espermatozoide en el ovocito después de atravesar la
zona pelicida y la membrana del ovocito (Devroey y Van Steirteghem2004).

La primera inyeccién espermatica con éxito, se desarrolld6 mediante la
microinyecciéon de espermatozoides de erizo de mar en huevos de la misma
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especie (Hiramoto, 1962). Posteriormente a Uehara y Yanahimachi (1976), al
trabajar con hamster, se les atribuye el primer experimento de ICSI en mamiferos.
Sin embargo no fue hasta 1988 cuando se obtuvo por primera vez descendencia
viva como producto de ICSI en conejos (Hosoi y cols., 1988) y dos afios mas tarde
se consiguio el nacimiento de terneros vivos (Goto y cols., 1990).

Las primeras gestaciones en humanos producto de la ICS], se obtuvieron en
1992 con el nacimiento de los primeros bebés. Esta técnica es considerada una de
las mayores innovaciones en el campo de la reproduccion asistida en la especie
humana (Palermo y cols., 1992), aunque poco tiempo después Tesarik y cols,
(1995; 1996) abrieron nuevas perspectivas al conseguir las primeras gestaciones y
nacimientos tras la inyeccién (mediante ICSI) de espermatidas.

En ovino, fueron Clarke y cols., (1988) quienes aplicaron la ICSI por primera
vez, observaron que la inyeccién de un espermatozoide completo o un nucleo
espermatico daba lugar a la formacion de pronucleos y la subsecuente division;
Catt y Rhodes, (1995) demostraron que los ovocitos de ovino fertilizados por ICSI
alcanzaban el estadio de moérulas y blastocistos, y un afio mas tarde Catt y cols.,
(1996) obtuvieron el primer cordero macho producto de fecundar por ICSI, con un
espermatozoide sexado, un ovocito madurado in vitro.

Una variante muy importante del uso de esta técnica es la microinyeccion
pronuclear, que fue la primera técnica disefiada especificamente para la
transferencia de genes en la produccién de animales transgénicos. La
microinyeccion pronuclear ha generado con éxito animales transgénicos en una
amplia variedad de especies de mamiferos, tales como: ratones, cerdos, ovejas,
conejos, ratas, cabras y vacas (Wall, 2002).

12. CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS Y EMBRIONES

La criopreservacion de ovocitos y embriones de mamiferos, hoy en dia,
se ha convertido en parte integral de la reproduccién asistida, principalmente en
especies domésticas (Leibo y cols., 1996) y, en un apartado muy especial, en
humanos. Almacenar por debajo de la temperatura critica de -130°C da lugar a la
preservacion de células y tejidos por un periodo de tiempo aparentemente
indefinido, sin disminuir su viabilidad. Esto se demuestra por la ausencia del
aumento de incidencias de defectos, tanto genéticos como epigenéticos, en un gran
nimero de animales domésticos nacidos de embriones o de espermatozoides
mantenidos por décadas en nitrégeno liquido. Se sabe, por el contrario, que los
acontecimientos que ocurren a temperaturas ultrabajas y el posterior
calentamiento pueden causar lesiones letales o subletales. (Coticchio y cols., 2004).
Ya en 1963, Mazur manejaba una teoria para explicar la muerte de las células
expuestas a temperaturas subcero, atribuyendo los dafios a la posibilidad de que el
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agua congelada dentro de las células forme hielo intracelular. Ademas, esta teoria
predice que la supervivencia de la célula puede ser maxima cuando la formacién de
hielo intracelular es minima.

13. VITRIFICACION

Otra biotecnologia es la Vitrificacion, cuya definicion fisica es la
solidificacién de una solucion (formacién de vidrio) a bajas temperaturas sin que
se formen cristales de hielo. (Vajta, 2000). Este concepto puede ser concebido
simplemente como un aumento de la viscosidad hasta que se alcanza un estado
sélido. (Checura y Seidel, 2007).

Si bien es cierto que con la vitrificacién se elimina totalmente la formacién
de cristales de hielo, una consecuencia negativa de este método de congelacion es
que aumenta las probabilidades de que se den casi todas las formas de lesiones, a
excepcion de las causadas por la formacidn de cristales de hielo.

14. OPEN PULL STRAW (OPS)

Vajta y cols., (1997a; 1997b) desarrollaron esta técnica de vitrificacion. El
método Open Pulled Straw (OPS) supera los inconvenientes de la vitrificacion
tradicional porque consigue acelerar las velocidades de congelacién y
calentamiento mas alla de 20.000°C/min (Vajta, 2000).

Las ventajas del método OPS son: a) alta velocidad de enfriamiento al
emplear un volumen minimo de medio; b) carga facil y rapida de ovocitos y/o
embriones por el efecto de capilaridad; c) contacto directo entre el nitrégeno
liquido y el medio de vitrificacién, lo cual aumenta la velocidad de congelacién; d)
calentamiento rapido y simple; e) baja toxicidad debido a que la congelaciéon y
rehidratacion se realiza rapidamente, y f) menos posibilidades de rupturas de
membranas tanto de ovocitos como de embriones.

15. METODOS DE PRODUCCION DE EMBRIONES

La capacidad para almacenar algunos tipos de gametos de mamiferos en
nitrégeno liquido a -196°C durante un periodo prolongado de tiempo, sin que
sufran algin dafio o cambio, ha impulsado la investigacién de métodos de
criopreservacion cada vez mas eficientes, adaptables a una variedad cada vez
mayor de ovocitos y embriones de diversas especies. Los protocolos de
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criopreservacion han sido adaptados, con éxito a embriones en varios estadios de
desarrollo y en un gran nuimero especies. Sin embargo, cada vez es mas evidente
que ciertas caracteristicas fundamentales de embriones de algunas especies (p.e.
en cerdos), o de embriones en ciertos estadios (p.e. las primeras divisiones en
bovinos), o de ovocitos de la mayoria de especies (con la posible excepcion de
ratones y humanos) presentan problemas particulares para su criopreservacion
(Leibo y cols., 1996).

16. DIAGNOSTICO PRE-IMPLANTATORIO (DPI)

Aunque el Diagnostico Pre-Implantatorio (DPI), no se realiza aun en
especies animales, el DPI permitiria determinar enfermedades hereditarias a
través de cultivos de embriones in vitro. Hoy dia se conocen mas de 3.000
enfermedades génicas, y al menos 300 estan ligadas al sexo (cromosoma X).

El diagnéstico genético preimplantatorio (DPI) representa un progreso
en la prevencion precoz de enfermedades genéticas graves, en caso de
progenitores con antecedentes. La practica del DPI puede estar influenciada por
intereses econémicos dominantes o simplemente por el deseo de tener nifios con
menos riesgos genéticos. El DPI, deberia ser unicamente una técnica médica que
sirva para prevenir enfermedades genéticas indiscutibles.

17. SEXAJE DE EMBRIONES

Es de gran interés zootécnico el poder elegir el sexo del recién nacido. Los
bancos de esperma o de embriones, sexados, presentan un indudable interés.

Actualmente, sélo la separacion de espermatozoides X e Y por citometria de
flujo presenta una eficacia real, aunque los resultados no son fiables al 100%. Este
meétodo se basa en la diferencia en acido nucleico: los espermatozoides Y contienen
de un 3% a un 4% menos ADN que los X, tanto en el morueco como en el macho
cabrio. La fluorescencia de cada espermatozoide se mide por citometria de flujo,
siendo cuantificada a través de wun sistema informatizado, separando
posteriormente los dos tipos celulares a través de un campo eléctrico. El método
resulta limitado, debido al pequefio nimero de espermatozoides que se pueden
analizar, y no es compatible con la I.A. Su coste resulta ain prohibitivo y, ademas,
la presencia de fluorocromo en el ADN aumenta la mortalidad embrionaria.

La determinacion del sexo de los embriones permite aumentar
considerablemente el porcentaje de descendientes de una hembra para ese sexo.
Por razones ligadas a: la técnica de transferencia; a la edad del embrién (debe
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tener la zona peldcida); a la conservacién (congelacién); a que el nimero de células
del blastocisto es pequefio (120 a 160), hace que las posibilidades de biopsia y
posterior sexaje, sean limitadas. Las técnicas que pueden emplearse en rumiantes,
actualmente son: el analisis citogenético, la dosificacién enzimatica y la hibridacion
in situ.

18. CLONACION DE EMBRIONES (CE)

La supervivencia de los blastéomeros depende de la zona pelicida
(estructura que debe estar presente en los primeros estadios del desarrollo) y de la
posible adhesiéon de los blastomeros a las células epiteliales del oviducto, lo que
supone una parada en su divisiéon. Un blastémero transplantado sin zona pelicida
0 en una zona peliucida muy abierta, es incapaz de desarrollarse, por lo que se
emplea la técnica de Willadsen de inclusién en agar-agar para cerrar las zonas
pelicidas, habiéndose obtenido nacimientos de gemelos homocigoéticos en la oveja,
gracias a esta técnica.

La producciéon de gemelos por biseccion, como método de duplicacién
embrionaria, es el mas eficaz y econémico para obtener gemelos homocigéticos, y
al ser débil la supervivencia de los embriones congelados, es mejor realizar la
transferencia el mismo dia de la biseccién, pudiendo ademas tomar algunas células
y determinar el sexo al mismo tiempo. Tanto en ovinos como en caprinos, se han
llevado a cabo con éxito experiencias de este tipo.

19. CLONACION POR TRANSFERENCIA DE NUCLEOS

El objetivo zootécnico es obtener un gran nimero de copias de un individuo
de alto valor genético. El método es tedricamente posible, pero existen adn
numerosas dificultades técnicas.

Es tedricamente posible obtener, 10, 100 o incluso 1.000 individuos
idénticos a partir de uno solo, congelando embriones (hijos, nietos, etc.) que a su
vez seran clonados, y asi indefinidamente. Esto podria suponer un cambio radical
en la ganaderia del futuro, aunque también un preocupante empobrecimiento
genético de la poblaciéon animal. La diversidad genética entre razas e individuos es
una riqueza que debemos proteger de forma prioritaria, y la clonacién puede
suponer un riesgo para poder mantener el suficiente polimorfismo genético de las
poblaciones animales. La creacién de embriotecas puede mantener las diferentes
razas, pero la diversidad individual no serd suficientemente salvaguardada.
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Actualmente, se utiliza mas el programa de clonacién todo in vitro:
maduracion ovocitaria, transferencia de ntcleos de blastomeros provenientes de
morulas congeladas, desarrollo embrionario hasta los 6-8 dias, seleccion de
embriones in vitro y trasplante de embriones en ttero a hembras receptoras.

A pesar del débil rendimiento para su utilizacién practica, es posible
realizar la clonacion de embriones. Sera necesario, integrar toda la cadena
tecnolégica de la reproduccién asistida: maduracién in vitro, desarrollo
embrionario in vitro, sexaje, congelacion, trasplante embrionario, reproduccion,
seguimiento in vivo e in vitro de la supervivencia embrionaria, etc. Numerosos
problemas practicos, e incluso tedricos, deberan ser resueltos, tales como: la
activacion del ovocito, los mecanismos de diferenciaciéon de los ntucleos de los
embriones donantes, el cultivo de las células totipotentes ES, las mortalidades
embrionarias y fetales, la naturaleza de los signos embrionarios, etc.

20. PRIMERAS CLONACIONES EMBRIONARIAS EN ANIMALES
DOMESTICOS (HEYMAN Y COL. 1991)

Especie Fase de desarrollo del Nacidos Clones Autor
embrion donante
Vaca 4-16 células 2 - Prathery col., 1987
16-64 células 92 7 Bondioli y col,, 1990
32-64 células - - Simms y col., 1991
8-64 células 101 4 Willadsen y col., 1991
32 células 5 Heyman y col., 1993
Oveja 8-16 células 3 2 Willadsen y col., 1986
16 células 2 - Smith y Wilmut, 1989
Botoén del blastocisto 1 - Smith y Wilmut, 1989
32 células congelado 2 1 Heyman y col., 1990
Coneja 8 células 6 - Stice y Robl, 1988
32 células congelado 8/207 6 Heyman y col., 1990
32 células fresco 10/139 6 Collas y Robl, 1991
Botdn del blastocisto - - Collas y Robl, 1991
Cerda 4 células 1/88 - Prathery col., 1989
Cabra 8-32 células 5/24 2 Yongy col., 1991
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21. CRONOLOGIA DE NACIMIENTO
DIFERENTES ESPECIES (PALMA, 2008)

DE CLONES EN LAS

Especie Autor Ano
Ovina Wilmur y cols. 1997
Bovina Cibeli y cols. 1998
Caprina Baguisi y cols. 1999
Porcina Polejaeva y cols. 2000
Felina Shin y cols. 2002
Leporina Chesne y cols. 2002
Equina Galli y cols. 2003
Mula Woods y cols. 2003
Murina Zhuy cols. 2003
Canina Leey cols. 2005

Palma, G.A., (2008). Biotecnologia de la reproduccién: Ciencia, tecnologia y
sociedad.

22. IDENTIDAD DE LOS CLONES

;Los Clones son idénticos?, Aunque ya hemos indicado que el objetivo de la
Clonacién es obtener individuos idénticos a partir de uno solo, la realidad es que a
priori lo son genotipicamente por el ADN nuclear, pero no lo son por el ADN
mitocondrial, por transmision materna a partir del ovocito.

23. TRANSGENESIS

La técnica de la Transgénesis permite crear un individuo que ha recibido
una informacién genética nueva, como consecuencia de la introduccién
experimental de ADN diferente al de su patrimonio genético.

En produccion animal, son previsibles importantes resultados a través de la
transgénesis, investigandose principalmente en los siguientes campos: mejora de
las producciones animales clasicas (leche, carne, lana, huevos); aumento de la
resistencia de los animales a ciertas enfermedades, y produccién de proteinas de
alto valor (factores de coagulacion, antitripsina, etc.).

El interés de los animales transgénicos reside en la obtencién de progreso
genético en los rebafios, pero es conveniente ser muy prudente en la introduccién
de animales transgénicos en las ganaderias ya que determinados individuos (no
viables, anormales, infértiles, etc.) pueden perturbar producciones consolidadas.
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Es imprescindible comprobar previamente los animales transgénicos antes
de su desarrollo y diseminacion en razdn a las posibilidades de las biotecnologias
abordadas (I.A, congelacion, transferencia de embriones, etc.).

Es absolutamente necesario controlar rigurosamente todos los parametros
fisiologicos, susceptibles de ser modificados por la introduccién de un transgén en
el patrimonio genético de una poblacion, ya que cualquier error podria ocasionar
efectos catastroéficos en el espacio y en el tiempo.

La mejora de las calidades zootécnicas de los rebafios por la introduccién de
animales transgénicos es aun especulativa aunque se pueden considerar algunos
objetivos interesantes: aumento de la cantidad de carne en la canal; disminucién
del contenido en colesterol; disminucion de la grasa; aumento en la produccién
lactea; disminucién del contenido en lactosa de la leche; mejor calidad de lana o de
la piel; mejor eficacia nutritiva y de conversion; etc.

Vemos que existen multiples perspectivas para mejorar la produccion
animal, a través de programas de transgénesis pero, antes de su introduccion en
las explotaciones, hay que precisar cudles son los genes que deben ser elegidos,
cudles son sus efectos y como afectan a las funciones fisiolégicas relacionadas con
su accion.

24. BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS EN ACUICULTURA
INDUSTRIAL

En acuicultura industrial, son las biotecnologias aplicadas a la reproduccidn,
incubacion, desarrollo y genética, las que presentan unas mayores posibilidades de
actuacion. La reproduccion en cautividad, ha permitido la domesticacién y el
manejo reproductivo de numerosas especies, y ha abierto enormes posibilidades
de produccion.

Desarrollo de truchas arco iris esteriles
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El control reproductivo en acuicultura implica dominar la regulacién y
determinacion del sexo y de las diferentes facetas del ciclo reproductivo, buscando
un incremento en los rendimientos que permitan una optimizacion de la eficacia
reproductiva. En algunas especies es necesario producir hembras, machos o
individuos estériles, en la trucha la produccion de monosexos (en general
hembras) y de triploides (estériles), reduce y elimina las interacciones entre sexos
y el desarrollo gonadal.

25. CONTROL DEL SEXO

En acuicultura industrial, de produccién de truchas: hembras
masculinizadas (neomachos productores de semen monosexo) y estériles
(hembras triploides), se lleva a cabo por masculinizaciéon indirecta (con
andrégenos) y por esterilizaciéon (por temperatura, presién o gas) o técnicas
combinadas. El mejor periodo para la intervencién endocrina, coincide con el
periodo previo a la diferenciacidon sexual morfologica y que en los salmonidos se
sitia de la pre a la post eclosién (Piferrer and Donalson, 1993), para llevar a cabo
la feminizacién o la masculinizacién, se somete a los alevines a una inmersion
durante dos horas en un bafio esteroide. Nosotros, para producir neomachos,
vehiculamos el androgeno (metil testosterona) al primer alimento,
suministrandolo durante 3-4 meses. Mientras que la testosterona resulta ineficaz
para producir la masculinizacién, la 11 ketotestosterona es eficaz, y andrégenos no
aromaticos como la 17a metil hidrotestosterona, inducen la masculinizacién sin
aparente feminizacion (Piferrer et al., 1993).

Las hembras masculinizadas desarrollan testiculos aunque por la ausencia
de conductos deferentes la obtencion seminal debe realizarse quirdrgicamente. La
fecundacion de hembras (XX), productoras de huevas (X), con neomachos (XX)
productores de semen (X), daria origen a poblaciones todo hembras (XX), aunque
nosotros hemos constatado la presencia de algin macho, entre la descendencia
(X07).

26. PRODUCCION DE TRIPLOIDES

Para conseguir una generaciéon monosexo (XX), se necesita previamente
producir neomachos y determinar su presencia en la poblacién, al fecundar una
hembra con semen de neomacho, se obtiene una poblaciébn monosexo, cuya
manipulacién cromosémica, permite obtener individuos triploides estériles.

Las técnicas mas utilizadas consisten en someter, unos minutos después de
la fecundacion, las huevas de trucha arco iris (oncorrynchuss mykiss) a: un shock
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térmico (26,52 C.); a una atmosfera de gas nitroso; o a un choque hiperbarico
(9500 p./s.i.) durante diversos periodos de tiempo (desde unos minutos a 1 o 2
horas, segun las diferentes tecnologias), obteniéndose indices de triploidia que
varian entre un 60 (temperatura) y un 80-90% (gas nitroso y choque hiperbarico);
nosotros (Espinosa y cols., 1999 y 2005) con técnicas combinadas, hemos
conseguido un 100% de individuos estériles.

De acuerdo con Donaldson (1996), las manipulaciones cromosémicas tales
como la triploidia, que suponen la esterilizacién del individuo, no suponen riesgos
de hibridaciéon en el medio natural. Nosotros (Espinosa y cols.,, 1999 y 2005),
opinamos que son una opcion importante a considerar en los programas de
repoblacion; mientras que otras manipulaciones (transgénesis, etc.), pueden
producir modificaciones en las poblaciones del medio natural, cuyo efecto a medio
o largo plazo, podria resultar imprevisible.
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