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Resumen:

A lo largo de cinco secciones, se recapitulan las principales biotecnologias reproductivas en
el bovino, se analiza su desarrollo histérico, estado actual, y se incluyen resultados generados
en México. En la década de 1970, se inicio la sincronizacion estral e induccion de la
ovulacion donde, basados en el conocimiento de la fisiologia reproductiva bovina, se empez6
a controlar el ciclo reproductivo con recursos disponibles en aquel entonces. Con los afios, la
terapia hormonal evolucion6 conforme se descubrieron nuevos compuestos, refinando
métodos para estandarizar el efecto y generar nuevos métodos de liberacion de las hormonas.
La biotecnologia mas usada en el mundo, la inseminacién artificial, debe su expansion a los
avances en el procesamiento del semen, donde destaca el desarrollo de diluyentes, la
criopreservacion, el sexado del semen y el analisis espermatico asistido por computadora. La
era embrionaria inicié con el desarrollo de la multiovulacion y los métodos para colectar,
evaluar, transferir y criopreservar los embriones. La segunda era embrionaria llegé con la
produccion de embriones completamente in vitro, partiendo de 6vulos inmaduros y semen
congelado, en lo que se denomind la produccién in vitro de embriones. En ésta, se han
invertido grandes recursos de investigacion, y materiales, para hacerla un pilar del
mejoramiento genético y la productividad, en combinacion con otras dos herramientas, el
semen sexado Y las evaluaciones gendmicas. Se vislumbra una época de oro de la produccion
in vitro de embriones con la posibilidad de modificar el genoma de embriones con precision,
gracias a la tecnologia de edicién de genes.

Palabras clave: Sincronizacion, Semen sexado, Embriones, Multiovulacion, Transferencia
de embriones, Produccién in vitro, Bovinos.
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Introduccion

El texto de la Convencion para la Diversidad Bioldgica (CDB) de la FAO®, en funciones
desde 1993, establece que el término “biotecnologia” se refiere a cualquier aplicacion
tecnoldgica que utilice sistemas biol6gicos, organismos vivos (o sus derivados) para hacer o
modificar productos o procesos para un uso especifico. En este sentido y para efectos de los
temas que seran cubiertos en la presente revision, se entendera como biotecnologia
reproductiva las aplicaciones tecnoldgicas que incidan en los procesos fisioldgicos de la
reproduccion de los animales, sus gametos y embriones, con el proposito de lograr mejoras
productivas.
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El presente documento abarcara Unicamente el ambito de la especie bovina y hara particular
énfasis en la investigacion realizada por instituciones y universidades en Meéxico,
particularmente en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), en sus 35 afios de existencia, y en su antecesor: el Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias (INIP).

Sin pretender que la presente sea una revision exhaustiva de todas las biotecnologias
reproductivas que se han aplicado en los bovinos, se abordan aquellas que mas impacto han
tenido en la productividad, y se menciona brevemente las que han tenido minima o nula
aplicacion en México, como la transgenesis y la clonacion.

Se habla en primera instancia de los temas de sincronizacion del estro e induccion de la
ovulacién, por ser topicos en los que se ha registrado investigacién por mas tiempo (50 afios)
y donde el INIP-INIFAP han generado una mayor cantidad de tecnologias. Las
biotecnologias desarrolladas para la coleccion, dilucion y criopreservacion del semen, han
apuntalado el uso masivo de toros de alto mérito genético, a través de la inseminacion
artificial (1A). Se tocara este tema, haciendo énfasis en desarrollos recientes como el sexado
de semen y el andlisis espermatico asistido por computadora. Los temas relacionados con la
manipulacion de embriones, incluyendo la multiovulacion y transferencia de embriones
(MOET, por sus siglas en inglés), la produccion in vitro de embriones (P1V) y la obtencion
de ovocitos por la via transvaginal (TVA por sus siglas en inglés), han tenido importantes
desarrollos en los ultimos afios, mismos que seran abordados. Ademas de incluir resultados
de investigacion en estos temas, en algunos casos se mencionardn programas
gubernamentales o de organizaciones de productores que marcaron un hito en la divulgacién
y adopcion de estas biotecnologias reproductivas.

Sincronizacion estral e induccion de la ovulaciéon

En el ganado bovino, un problema frecuente es el anestro posparto prolongado, condicion
que se caracteriza por un retraso en el retorno a la ciclicidad estral después del parto por
diversos factores®®). Se han hecho muchos esfuerzos para resolver esta condicion: se han
estudiado tratamientos hormonales para inducir el estro y la ovulacion”®, controlando el
amamantamiento®'%, la frecuencia y calidad de los estimulos del mismo®Y, Ia
alimentacion*? y las diferentes épocas de apareamiento®®. En la presente seccion se revisan
resultados de induccion de la ovulacion en hembras anéstricas y de sincronizacion del estro
y la ovulacion en hembras ciclando, realizados por el INIP (1971-1985) y el actual INIFAP
(1986-2021), asi como por otras instituciones.
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Estudios sobre sincronizacion estral e induccion de la ovulacion

Los primeros estudios datan de 19484, cuando se utilizo progesterona (50 mg/d, via i.m.)
para bloquear la ciclicidad estral en un periodo de hasta 13 d y se observé que, al finalizar su
efecto, una buena proporcion de hembras presentaban estro a los 4 y 5 d. Més tarde, con la
adicion de estrogenos al tratamiento, se aumentd la presentacion de estros y se redujo el
tiempo de bloqueo de la progesterona®). En los afios 70, se inici6 el uso de productos
hormonales, como el 19 alfa acetoxy-11 beta-methyl-19 nor preg 4 ene 3, 2 diona
(progestageno muy potente conocido como SC21009), la progesterona natural, el valerato de
estradiol (VE) y la prostaglandina F.a (PGF2a); en esta época los trabajos se enfocaban en la
sincronizacion estral®, la resolucion del anestro posparto prolongado en vacas y en intentar
adelantar la pubertad en vaquillas*"?Y, Asi, vaquillas de razas europeas, criollas y encastadas
de cebl prepuberes, tratadas con 5 mg de VE (i.m.) + 3 mg de SC21009 (i.m.) + 6 mg de
SC21009 (implante auricular que se retird el d 9), tuvieron un 79 % de presentacion de estros
en las primeras 48 h de retirado el implante, comparadas con vaquillas testigo, de las cuales
s6lo el 6 % manifestd estro®V). En otro trabajo®? con vacas anéstricas y vaquillas encastadas
de cebu, se observo que, en las hembras tratadas con progesterona (25 mg por via i.m. durante
5 dias) + cipionato de estradiol (CE; 2 mg por via i.m. el primer dia) o con SC21009 (3 mg
durante 5 dias en implante subcutaneo) + CE (2 mg por via i.m. el primer dia), el estro se
sincronizo a las 72 h, con una tasa de estro (TES) de 61.1'y 73.7 %, y una tasa de concepcién
(TC) de 44.4 y 31.3 %, respectivamente.

Por el contrario, en las hembras que recibieron los tratamientos testigo e individuales
(progesterona, SC21009 o CE) con las mismas dosis, el estro no se sincronizé a las 72 h 'y
tuvieron una TC baja, de 10.5 a 21.1 %, durante los 30 dias que duro la investigacion. En
otro experimento®® con vacas cebu con cria y 60 dias posparto, se evalué la efectividad del
SC21009 + VE. En los primeros 48 dias, la TES en las vacas tratadas fue 24 % y en las no
tratadas 0 %, mientras que la TC fue 12 y 0 %, respectivamente. Sin embargo, al final del
periodo de 1A (dia 48) resultaron gestantes 20 % de las vacas tratadas y 12 % de las no
tratadas; al final del empadre (dia 68; IA + monta natural) se prefiaron 28 % de las vacas
tratadas, pero s6lo 12 % de las no tratadas. Estas TC resultaron ser muy bajas comparado con
lo reportado previamente®?); sin embargo, en vacas ceb( sin cria, después de aplicar 6 mg de
VE + 3 mg de SC21009 via i.m. + 6 mg de SC21009 en implante subcutaneo, se observo que
el 100 % de las vacas tratadas presentaron estro en las primeras 48 h después de retirado el
implante, en contraste con las vacas no tratadas, de las que solo 29.4 % presentaron estro.
Por su parte, la TC fue 42.8 % en las vacas tratadas y 14.7 % en las no tratadas. Esto indica
que la sincronizacion agrupa los estros para facilitar la 1A y el manejo general del hato®?,
pero evidencia que es mas dificil reducir el periodo de anestro en vacas con cria, circunstancia
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que revela la importancia de disminuir o eliminar el efecto del amamantamiento sobre el
retorno a la ciclicidad estral.

Sincronizacién estral con acetato de melengestrol

En vacas y vaquillas Suizo Pardo x Cebu se ensayo el uso del progestageno acetato de
melengestrol (0.5 mg/dia durante 9 dias) en el alimento, en combinacion con VE (dosis Unica
de 6 mg por viai.m. el dia 1) y progesterona (dosis Unica de 50 mg el dia 1). Se observé que
el porcentaje de vacas inseminadas a los 48 dias de empadre fue 38.9, 51.5y 75.8 % en las
vacas testigo, en las inseminadas convencionalmente a estro detectado, y en las inseminadas
a cualquier signo de estro, respectivamente. El porcentaje de vacas inseminadas fue
significativamente mayor cuando se realizd ante cualquier signo de estro. Las TC fueron
estadisticamente similares entre los tratamientos (20.9, 28.8 y 37.1 %, respectivamente), a
pesar de que los estros se agruparon en las vacas de cada tratamiento®®. La sincronizacion
del estro con acetato de melengestrol no es una practica muy difundida en México, a pesar
de demostrar su eficacia, lo anterior porque no es practico realizarla en grupos pequefios de
animales y en nuestro pais predominan los hatos pequefios.

Sincronizacion estral con inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)

Debido a que algunas hembras no presentaban estro aun siendo tratadas hormonalmente, se
decidié investigar la conveniencia de inseminar en horarios preestablecidos. Asi, en vaquillas
Brangus y criollas, la 1A se realizé en horarios preestablecidos en hembras anéstricas, ya que
el porcentaje de animales en estro era muy bajo en los primeros 5 dias después de retirado el
implante (53.1 %). Con esta premisa, las vaquillas se inseminaron a las 48, 54 y 60 h después
de retirado el implante, con lo que se logré una TC de 54.5, 60.6 y 47.0 %, siendo mayores
las TC a las 48 y 54 h®®). Estos resultados dieron la pauta para el inicio de muchos trabajos
de sincronizacion estral con IATF.

Por otro lado, en ganado de carne en pastoreo se hicieron estudios con sincronizacion estral
en épocas de apareamiento (empadres) de 85 dias, donde es complicado realizar IA. Asi, en
clima subtropical himedo con vacas cebu sin cria, la TES en las primeras 60 h del empadre
en vacas tratadas con SC21009 (9 o 6 mg por 9 dias) + VE (6 mg el dia 1 del tratamiento por
9 dias), fue mayor que en las vacas no tratadas (84 vs 0 %). En forma similar, la TC a los 26
dias de empadre favorecio a las vacas tratadas con respecto a las no tratadas (59 vs 40 %),
aunque al término del empadre no existieron diferencias entre tratamientos en la TC?7,
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Inclusion de la PGF2a en la sincronizacion estral

Con la disponibilidad de la PGF2a, a principios de los afios 70, se iniciaron trabajos de
sincronizacion estral en hembras ciclando, confirmando dicho estatus mediante la deteccion
de un cuerpo luteo®®?9), En vaquillas Brangus, Gyr y Charolais ciclando, tratadas con PGF2a
e inseminadas artificialmente 80 h después del tratamiento, se obtuvo una TC de 34.8 %, que
fue similar a la de vaquillas sincronizadas e inseminadas 12 h después de observado el estro
(TC=26.1 %). Al término del empadre (90 dias), en las vaquillas inseminadas a las 80 h, se
obtuvo una TC de 69.6 %, similar ala TC (56.5 %) de vaquillas inseminadas artificialmente
12 h después del estro®). Los estudios con sincronizacion estral facilitaron el manejo
reproductivo del ganado en pastoreo, ya que ésta permite servir a las hembras en los primeros
dias del empadre®323-26),

Uso del progestageno norgestomet en la sincronizacion estral

El norgestomet (CRESTAR®), (progestageno mas potente que la progesterona natural),
aplicado subcutaneamente en el dorso de la oreja y retirado 9 dias después de su
implantacidn, asociado con VE y PGF.a (s6lo en vacas ciclando), también demostrd ser (til
en la sincronizacion estral y la ovulacion®-34, De tal manera que en un estudio® con vacas
cebd y sus cruzas con europeo, sin cria, en empadre de 63 dias (42 dias de 1A y 21 de monta
natural), se lograron, a los 5 dias del retiro del implante, TES de 86.1 y 95.0 % en vacas
anéstricas y ciclando, respectivamente. Posteriormente, a los 42 dias del retiro del implante
la TES fue de 100 % en ambos grupos de vacas. Al realizar el diagnostico de prefiez, se
determind que 49.5 % de las vacas anéstricas y 54.0 % de las ciclicas concibieron durante
los primeros 5 dias de empadre, con los siguientes porcentajes: 90.7 y 98.3 % a los 42 dias;
y al término del empadre (63 dias), con la presencia del toro desde el dia 43 hasta el final del
mismo, de 96.2 % y 98.3 %, respectivamente. Este estudio demostrd la utilidad de la
induccién y sincronizacion del estro en vacas en épocas de empadre (principalmente las
anéstricas) que, de lo contrario, se retrasarian hasta 21 dias para concebir. Los resultados con
el implante auricular SC21009 combinado con VE, para realizar IATF a las 56-60 h después
de retirado el implante (dia 9), también fueron atractivos, pues se logré una TES de 95 % y
una TC de 85 % en empadres de 45 dias®®).

Uso del dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR) en la
sincronizacion estral

Con la introduccion en el mercado del CIDR la sincronizacion estral revolucion6®”, por lo
que investigadores del INIFAP®839 incursionaron en su uso en vacas en anestro y ciclando,
con buena condicién corporal (CC), obteniendo una TC de 44.8, 77.1 y 100.0 % a los 3, 30
y 60 dias post-retiro del CIDR, respectivamente®®. En vaquillas Bos taurus x Bos indicus®?,
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la TC con CIDR e IATF a las 84 h después del retiro del dispositivo fue mayor que con 1A
convencional alas 12 h de detectado el estro (36.4 vs 18.2 %, respectivamente); similarmente,
la TC con CRESTAR e IATF a las 84 h después del retiro del dispositivo fue mayor que con
IA convencional (27.3 vs 18.2 %, respectivamente). En este trabajo se demostro la ventaja
de la IATF a las 84 h después el retiro del dispositivo, ya que lograron prefieces en algunas
vaquillas que no manifestaron estro. Una préctica frecuente en los protocolos de
sincronizacion del estro y la ovulacion con IATF en los que se utiliza el CIDR y la PGF2a,
asociados con benzoato de estradiol (BE) (el cual se aplica al insertar el CIDR el dia 0 y al
dia siguiente de su retiro, es decir, el dia 8), es la sustitucion del BE por la GnRH, pues la
GnRH, al igual que el BE, sincroniza la emergencia de una nueva ola de desarrollo folicular,
que culmina en la ovulacion del foliculo maduro, dando buenos resultados; sin embargo, si
se sospecha que hay una proporcion importante de vacas en anestro, se recomienda aplicar
adicionalmente 400 Ul de gonadotropina coridnica equina (eCG) el dia 7 del protocolo.
Ademas, el BE puede ser sustituido por la GnRH (100 ug i.m.), en la primera aplicacion (dia
1 del CIDR), pero la segunda se realiza al momento de la IATF. En la Figura 1 se esquematiza
un ejemplo para vacas ciclando®?.

Importancia de la condicion corporal en la induccion y sincronizacién
estral

Se ha demostrado que la condicion corporal (CC) es un indicador del estado nutricional de
la vaca y que, si ésta tiene buena CC antes y después del parto, mejora su fertilidad,
gestandose pronto después del parto®?. Ademas, se ha demostrado que ésta se asocia con
altas concentraciones del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1), leptina
e insulina, lo que permite el reinicio temprano de la actividad estral posparto®?. Por lo tanto,
otras investigaciones se enfocaron en estudiar los cambios en la concentracion sanguinea de
estas tres hormonas, como indicadores metabolicos del estado nutricional de los animales,
observandose que una baja CC en las hembras (<6.0 unidades; escala 1 a 9), se asocia con
reduccion en la concentracion sanguinea de la insulina e IGF-1, sin cambios en la leptina,
reduciendo la respuesta a la induccion del estro posparto en vacas de carne“**, Por lo tanto,
las hembras que son sincronizadas e ingresan al empadre deben tener buena CC (no menor a
6.0), para favorecer la presentacion de estros y lograr la gestacion®).

La kisspeptina en la sincronizacion estral e induccion de la ovulacion

Las kisspeptinas son péptidos que por su nimero de aminoacidos se denominan: kisspeptina-
54, kisspeptina-14, kisspeptina-13 y kisspeptina-10“®. Las neuronas sintetizadoras son
consideradas como integradoras de sefiales que modulan la funcionalidad del eje
somatotropico y gonadal“”. En estudios con la kisspeptina-10 (kiss-10) intravenosa (5 pg/kg
de peso) se produjeron aumentos en la secrecion de LH, FSH y hormona del crecimiento en
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becerras y becerros preplberes“®49, observandose que en todas las becerras aument6 la LH
con la edad, con valores promedio de 6.1, 7.2 y 11.6 ng/ml a los 4, 7 y 11 meses de edad,
respetivamente®®. La mayor concentracion de LH se presentd en las becerras de 11 meses
de edad.

Con la intencion de conocer la sensibilidad del eje gonadotrépico a la Kkiss-10, en otros
estudios se probaron dosis intravenosas de 0.1, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 pg/kg de peso®? y de
50.0 pg/kg®? en becerras preplberes, resultando que las dosis efectivas para inducir la
liberacion de LH fueron desde 1.0 hasta 5.0 pug/kg. Por lo tanto, la aplicacion de dosis bajas,
menores a 5 ng/kg de peso, podrian reducir considerablemente el costo del tratamiento con
dicho péptido®Y. En un siguiente experimento con becerras preplberes en el que se uso Kiss-
10 en dosis de 5 pg/kg de peso, aplicada cada 2 h durante 84 h (3.5 dias), se logré inducir la
ovulacion y la formacion de un cuerpo luteo en 28.5 % de las becerras, aunque después el
cuerpo lateo desapareci6 y las becerras volvieron a su estado prepuberal®®). Mas tarde, se
comprobd que en vacas para produccion de carne (europeo x cebu), con 78 dias posparto,
anéstricas y amamantando a su cria, la kiss-10 a una dosis de 1 pg/kg de peso cada 2 h durante
24 h también incremento la concentracion de LH sérica, aumento que emuld un pulso breve
de LH®%. Este resultado promovié un estudio de sincronizacion de la ovulacion, de tal
manera que se probd la kiss-10 en dosis total de 500 pg en el momento de la IATF,
comparandola con GnRH (100 pg en el momento de la IATF) y eCG (400 Ul al retirar el
CIDR el dia 7), en un protocolo en que cada hormona se combin6 con CIDR, BE (2 mg al
aplicar el CIDR + 1 mg al dia siguiente de retirado el CIDR) y cloprostenol (dosis total de
500 ug al retirar el CIDR), en vacas de carne, sin cria y con 180 dias posparto, inseminadas
entre 54 y 56 h después de retirar el CIDR. La tasa de ovulacion para los tratamientos con
eCG, GnRH y kiss-10 fue 89.2, 96.5 y 93.8 %, mientras que la de concepcion fue 43.6, 73.8
y 54.3 %, respectivamente, sin existir diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos en ninguno de los dos casos®®. Este resultado podria ser de interés para la
industria farmacéutica, como una alternativa para la sincronizacién e induccion de la
ovulacion.

Figura 1: Esquema general de la sincronizacion estral en vacas y vaquillas con IATF¢0

Insercion  del Retiro del CIDR
. + i.m. .
CIDR, 1.9 g PGF2a, 25 mg i.m BE, 1mgim. IATF
+BE,2mgi.m.
Dia 0 Dia7 Dia 8 Dia 9
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En conclusion, la sincronizacion estral e induccion de la ovulacion en ganado bovino en clima
tropical, revoluciono el manejo reproductivo, pues permitié concentrar los estros entre 52 y
56 h después del retiro del CIDR en una época de empadre con IATF, de tal manera que
facilité el uso de la IA, con la posibilidad de volver a inseminar a estro manifiesto a las
hembras que no concibieron al primer servicio, aumentando el nimero de vacas gestantes
con IA, lo que sin duda favorece genéeticamente al hato.

Procesamiento de semen e inseminacion artificial

La IA fue la primera biotecnologia reproductiva aplicada para mejorar la produccion a traves
del uso més eficiente de toros de alto mérito genético. El uso generalizado de esta técnica y
el logro de su completo potencial requirié de la criopreservacion del semen por largos
periodos de tiempo.

El primer reporte de criopreservacion de semen se realiz6 en 1776®®, donde se observé que
cuando los espermatozoides de humano, garafion y rana eran enfriados en nieve hasta 30 min
se volvian inactivos, pero podian ser reactivados. En 19407, se comenz6 a utilizar la yema
de huevo para proteger a las células espermaticas de toro del choque térmico al enfriarse. En
194148 se mejoraron los diluyentes espermaticos mediante el uso de yema de huevo con
citrato de sodio, lo que permitio la conservacion del semen a 5 °C durante un maximo de 3
dias. En 1949, se congelaron por primera vez los espermatozoides de toro mediante el uso de
glicerol en el diluyente. El gran descubrimiento de la accion crioprotectora del glicerol abrio
una era exitosa en la criopreservacion no solo de gametos de varias especies, sino también
de otras células y tejidos®®. El llamado diluyente Cornell, creado por Foote y Bratton en
19509, contenia una mezcla de los antibidticos penicilina, estreptomicina y polimixina B y
fue utilizado durante muchos afios como estandar. En 1952, en Cambridge, nacio el primer
ternero después del uso de semen bovino congelado-descongelado®V.

Los reportes de fertilidad con espermatozoides congelados de toro condujeron a un intenso
desarrollo de métodos de criopreservacion para tratar de mejorar los resultados obtenidos,
por lo que se empezaron a usar otras disciplinas (como la biologia molecular) asociadas al
proceso de criopreservacion. Tal es el caso de la protedmica®® y la ingenieria genética®.
En estos temas, en México se realizé un trabajo con personal del INIFAP, donde se evalud
la adicion del FAA recombinante (antigeno asociado a la fertilidad, por sus siglas en inglés)
y TIMP-2 recombinante (inhibidor tisular de metaloproteinasas 2, por sus siglas en inglés) al
semen congelado de bovino, con lo que se logré incrementar significativamente su
fertilidad(®®.
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Sexado espermatico

Los avances obtenidos con la A generaron el interés de utilizarla para seleccionar el sexo en
el ganado lechero. Por este motivo, a lo largo del tiempo, muchos investigadores trataron de
separar los espermatozoides con cromosomas “X”y “Y” mediante varias técnicas®). A partir
de la década de 1980, comenz6 a aplicarse la citometria de flujo, la cual permitié separar los
espermatozoides de acuerdo con sus cromosomas sexuales y cantidad de ADN. Tomo
alrededor de 20 afios que esta tecnologia fuera comercializada para su uso en 1A en ganado
bovino. Esta técnica se basa en que los espermatozoides que presentan cromosoma “X” en el
bovino contienen 3.8 % mas ADN que los “Y”"®9), Esta tecnologia tenia una eficacia de 85 a
95 % (en cuanto a la separacion de espermatozoides con cromosoma X 0 Y), sin embargo,
no estaba completamente perfeccionada®”.

La primera produccion comercial de semen sexado fue en la compafia Cogent en Reino
Unido®. Aunque tuvo un inicio relativamente lento, aumentd exponencialmente la
produccion de semen sexado bovino con un estimado de 4 millones de dosis en 20089,

El semen sexado se comercializaba en pajillas de 0.25 ml a una concentracion de 2.1 millones
de espermatozoides®. Esta concentracion se debia a que, al momento de sexar el semen, se
perdia aproximadamente 80 % del eyaculado entre los espermatozoides del sexo no deseado
y los espermatozoides que no se lograban diferenciar, ademas del prolongado tiempo que
tardaba el proceso de separacion’®. A pesar de las limitantes del semen sexado, claramente
hubo una buena aceptacion®®. Se consiguieron porcentajes de gestacion aceptables con la
dosis reducida (2.1 x 108 espermatozoides) de semen sexado en vaquillas, pero se realizaron
pocos trabajos con vacas lactantes®®). En la actualidad, la tecnologia del sexado espermatico
ha evolucionado, modificando las técnicas, incrementando la velocidad del sexado,
disminuyendo el estrés sobre los espermatozoides, aumentando la concentracion y, por ende,
mejorando los parametros de viabilidad espermatica.

I A con dosis baja de semen sexado

En 1997 se realiz6 una investigacion con dos objetivos: 1) evaluar las tasas de concepcion de
vaquillas inseminadas (en el cuerno uterino, ipsilateral al ovario con foliculo de mayor
tamario) con dosis reducidas de semen (1 x 10°% 2.5 x 10%; 2.5 x 10° espermatozoides/0.21
ml) refrigerado a 5 °C bajo condiciones ideales a nivel de campo; 2) evaluar las tasas de
concepcion de vaquillas inseminadas (en el cuerno uterino, ipsilateral al ovario con foliculo
de mayor tamafio) con dosis reducidas de semen sexado (1-2 x10° espermatozoides/0.1 ml)
refrigerado a 5 °C. En el experimento 1 los porcentajes de gestacion a los 40 dias fueron de
41,50y 61 % para 1 x 10°% 2.5 x 10°; 2.5 x 108 espermatozoides/IA respectivamente. En el
experimento 2, de 67 vaquillas inseminadas 22 % resultaron gestantes y 82 % de las crias

48



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(Supl 3):39-78

fueron del sexo seleccionado™. La investigacion realizada indica que la IA con dosis de
semen menores a las convencionales es posible cuando se usa semen sexado, siendo lo mas
comun utilizar 2.1 x 10° espermatozoides en la dosis de inseminacion, contra al menos
10x10° que se emplea con semen no sexado.

Criopreservacion exitosa del semen sexado

Posteriormente, en 1999, se llevo acabo otra investigacion con el objetivo de evaluar el
proceso de congelacion del semen sexado; esto se logré debido a que el semen se procesé en
un citometro de flujo MoFlow SX™, con lo cual se pudo tener suficiente cantidad de
espermatozoides, a diferencia de cuando se trabajo con el citometro de flujo EPICS V. En
este trabajo se determind que el uso del laser a una potencia de 100 mW tenia un menor
impacto sobre la motilidad progresiva del semen post-descongelado que cuando se utilizo a
150 mW. También se observd que la motilidad progresiva post-descongelado fue superior
cuando se uso un diluyente en base a TRIS que cuando se utilizo citrato-yema de huevo o
TEST. En cuanto al tiempo de equilibrio (adaptacion al crioprotector) a 5 °C previo a la
congelacidn, se concluyo que fue mejor la motilidad progresiva post-descongelado de 3 a 6
h que cuando dur6 18 h. Por otra parte, se determin6 que fue mejor mantener de 4 a 7 h el
semen fresco a 22 °C que diluirlo con el medio TALP adicionado con el fluorocromo Hoechst
33342. Con estos nuevos procedimientos para el sexado espermatico se consiguieron
resultados ligeramente menores que con semen convencional en cuanto a motilidad e
integridad acrosomal. Con estos resultados se consideraba que el uso de semen sexado para
IA de forma comercial estaria disponible en, aproximadamente, 2 afios("?.

Inicios de la comercializacion del semen sexado

La compafiia Monsanto ubicada en St, Louis, Mo, USA, desarrolld un sistema de seleccion
espermatica Unico en su clase, el cual utilizaba 16 boquillas de seleccion en vez de una sola
como en el caso de los citobmetros MoFlow SX™. Se pretendia comercializar este equipo,
pero, al parecer, debido a problemas con bajos porcentajes de concepcidn que se detectaron
en sus primeras pruebas, la compafia desistio. En 2003, Genetic Resources
International/Sexing Technologies en Navazota TX, USA compré la propiedad intelectual y
el equipo de sexado espermatico desarrollado por Monsanto y toda la infraestructura de XY
Inc (primera compafiia que tuvo la propiedad intelectual del sexado espermatico y fue la
creadora de los citdmetros MoFlow™)®9_ Actualmente, la compafiia cambi6 su nombre a
STgenetics®(2),
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Semen sexado SexedULTRA™

La diferencia en la fertilidad entre el semen convencional y el semen sexado no mejoro al
aumentar la concentracion espermatica por IA. Las causas de una menor fertilidad del semen
sexado se han atribuido a los diversos cambios bioguimicos a los que se someten los
espermatozoides durante el sexado. La tecnologia XY descrita en previas publicaciones("®7%
se modifico, ahora es un sistema de sexado totalmente nuevo llamado SexedULTRA™
(Navazota, TX, USA). La tecnologia SexedULTRA™ se ha disefado para ser mas inocua
para el espermatozoide durante los puntos mas criticos del proceso, mejorando
particularmente los cambios de pH (sistema buffer) y estrés oxidativo.

Modificaciones a la técnica de sexado SexedULTRA™

Aunque en la actualidad existen muy pocos datos acerca de esta nueva tecnologia, se ha
reportado que se facilita el ingreso del fluorocromo Hoechst 33342 y se retiene dentro de la
célula, lo que permite que haya mayor fluorescencia y con esto se logre una mejor
discriminacion entre las poblaciones “X” y “Y”. Se modificé el protocolo, con un tratamiento
previo al proceso de tincion, ademas del uso de un nuevo medio de tincion que mantiene el
pH estable durante un periodo de tiempo mas prolongado. EI medio de congelamiento
también se modifico, tomando en cuenta la dosis de semen sexado por pajilla.

En el éxito del proceso de ultrasexado influyeron principalmente dos factores: las
modificaciones en los medios y los equipos para realizar el sexado. Los citometros MoFlo
SX™ (Cytomation Inc, Fort Collins, CO, USA) eran equipos muy costosos, voluminosos,
tenian bajo rendimiento y requerian de personal altamente capacitado para operarlos. Los
modernos citometros Genesis desarrollados por Cytonome ST™ (Boston, MA, USA) tienen
caracteristicas electronicas avanzadas y automatizadas con multiples cabezas en una maquina
para una separacion paralela. El citometro Genesis III™, utiliza un laser de estado s6lido,
dos detectores ortogonales (0° y 90° con respecto al laser), una boquilla de orientacion y una
separacion de subpoblaciones de ~8000 espermatozoides/segundo con ~90 % de pureza,
alcanzando un maximo de separacion de 500 millones de espermatozoides/h(®.

Pruebas de laboratorio de la tecnologia SexedULTRA™
Con las modificaciones mencionadas se incremento la motilidad espermatica, asi como la
integridad del acrosoma con respecto a la tecnologia XY Legacy (sexado convencional)
considerando las mismas concentraciones espermaticas(’®).
Por otra parte, en 201877, se evalud la calidad espermatica considerando: integridad de la

membrana plasmatica, porcentaje de acrosomas intactos y el indice de fragmentacién de
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DNA del semen SexedULTRA™ comparado con el semen convencional (no sexado). En el
semen SexedULTRA™ a las 3 h post-descongelado, el porcentaje de acrosomas intactos fue
significativamente mayor con respecto al semen convencional. Ademas, el semen
SexedULTRA™ tuvo un indice de fragmentacion del DNA significativamente menor en
todos los puntos de evaluacion con respecto al semen convencional. Los autores concluyen
que la tecnologia SexedULTRA™ mantiene la calidad del semen y, en muchos casos, tiene
mayor longevidad in vitro comparado con el semen convencional.

Pruebas de campo de la tecnologia SexedULTRA™

En la primera evaluacion a nivel de campo utilizando la tecnologia SexedULTRA™ para
IAC®7) hubo un incremento del 7.4 % en las tasas de concepcion de vaquillas con respecto
a la tecnologia XY Legacy (sexado convencional). La segunda prueba se realiz6 en
colaboracion con la comparfiia comercial Select Sires, en esta prueba se utilizaron ocho toros
de los cuales se colectd semen y se proceso utilizando tanto la tecnologia SexedULTRA™
como la tecnologia XY Legacy, con lo que se inseminaron 6,930 vaquillas. Los resultados
mostraron que el semen SexedULTRA™ incrementd 4.5 % la tasa de concepcion con
respecto al semen XY Legacy, 46.1 y 41.6 % respectivamente.

Con estas pruebas se observé que los efectos deletéreos de la tecnologia XY Legacy fueron
parcialmente aminorados con la nueva tecnologia SexedULTRA™, por lo que el siguiente
paso logico fue incrementar la concentracién espermatica por dosis, aunque en el pasado el
aumento en la concentracidon espermatica no mejoré la fertilidad. La siguiente prueba se
realizd en colaboracidn con la compafiia German Genetics International, se colectd semen de
cinco toros, cada eyaculado se dividio en 4 partes y se proceso con la tecnologia XY Legacy
de 2.1 millones de espermatozoides, SexedULTRA™ de 2.1, 3 y 4 millones de
espermatozoides por dosis. Ademas, se utilizé semen de estos mismos toros de eyaculados
contemporaneos congelados de forma convencional, con una concentracion de 15 millones
de espermatozoides por dosis. Se calcularon las tasas de no retorno al estro (NRR) a 65 dias
a partir de 7,855 IA con semen sexado y 62,398 1A con semen convencional. En general, el
semen XY Legacy de 2.1 millones de espermatozoides por dosis resulté en menores NRR
(55.9 %) comparado con todos los tratamientos de SexedULTRA™ (2.1 millones 59.9; 3.0
millones 60.0 %; 4.0 millones 66.7 %) y semen convencional (65.7 %). Los tratamientos de
SexedULTRA™ de 2.1 y 3 millones de espermatozoides por dosis fueron similares (59.9 y
60.0 % respectivamente), pero menores que el semen convencional (65.66 %); sin embargo,
el tratamiento de SexedULTRA™ de 4 millones de espermatozoides por dosis tuvo NRR
similares al semen convencional de 15 millones de espermatozoides por dosis("®. Con los
datos obtenidos se demostro por primera vez el efecto de la dosis respuesta utilizando semen
sexado.
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Pruebas de campo con la tecnologia SexedULTRA-4M™

Se evalud el uso del semen SexedULTRA-4M™ en TIATF®? utilizando vacas y vaquillas de
carne. Los resultados muestran que no hubo diferencia significativa en cuanto al porcentaje
de prefieces entre el semen convencional (61.9 %) y el semen SexedULTRA-4M™ (63.8 %)
cuando las hembras presentaron celo antes de la IATF.

En otro experimento® se compar6 el uso de semen convencional y semen SexedULTRA-
4M™ en A utilizando tres toros diferentes y vacas de carne. En este estudio, se encontrd que
la fertilidad est& influenciada por el toro, ya que s6lo uno de tres toros no tuvo diferencias en
cuanto al porcentaje de gestaciones al comparar el semen convencional y el SexedULTRA-
4M™, Jo cual muestra que existe diferencia entre toros, asi como con el semen sexado
Legacy.

Existe poca investigacion sobre la efectividad del uso de semen sexado en México, aunque
ya esta disponible por varias compafiias procesadoras de semen y es de uso rutinario, sobre
todo en unidades de produccion lecheras. En los experimentos se ha usado semen sexado
Legacy y se ha encontrado que funciona tanto para vacas como para vaquillas Holstein, con
unatasa de prefiez de entre 80 a 90 % de la que se registra en hembras inseminadas con semen
convencional y con valores de entre 85 a 93.6 % de crias nacidas con el sexo predicho®2#%,
También se comprob6 que el uso del semen sexado no influye en la presentacion de abortos
ni de partos distocicos®®,

Evaluacion espermatica asistida por computadora

La fertilidad es un evento multiparamétrico relacionado con la calidad y cantidad del semen,
el tiempo exacto y método de 1A, la fertilidad intrinseca del toro y un adecuado manejo del
hato®"). La morfologia, motilidad, viabilidad, concentracion e integridad del acrosoma y del
DNA han sido usados como parametros para evaluar la calidad espermética de semen de
bovinos®”*. Algunos de estos parametros (como la morfologia y motilidad) se pueden
evaluar de forma manual a través de métodos convencionales que usan un microscopio de
luz visible. Sin embargo, esas evaluaciones estan sujetas a criterios subjetivos y errores
técnicos que disminuyen su precision y repetibilidad.

A mediados de los afios 1980, los sistemas de andlisis de espermatozoides asistidos por
computadora (CASA por sus siglas en inglés) fueron introducidos de forma comercial para
maximizar la precision y repetibilidad de las evaluaciones de semen®Y. Estos sistemas CASA
tienen como principal funcion la evaluacion objetiva de la calidad seminal. Los componentes
basicos de esta tecnologia consisten en un microscopio para visualizar la muestra, una camara
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digital para la captura de imagenes y una computadora con un software especializado que
analiza las imagenes.

La motilidad es una de las caracteristicas mas importantes del espermatozoide asociadas con
la habilidad de fertilizar®. Con el uso del sistema CASA, se obtienen diversos parametros
de motilidad que describen movimientos especificos del espermatozoide. Los porcentajes de
motilidad total y progresiva son los parametros mas importantes en la evaluaciéon de la
cinética de los espermatozoides®”. La motilidad total se refiere a la fraccion de
espermatozoides que muestran cualquier tipo de movimiento, mientras que los
espermatozoides con motilidad progresiva tienen un movimiento hacia adelante,
esencialmente en linea recta.

Existen otros parametros cinéticos especificos determinados por el sistema CASA que son
utiles para evaluar varias caracteristicas espermaticas de forma simultanea y objetiva. Estos
parametros cinéticos se componen principalmente por tres valores de la velocidad de
movimiento, tres indices de velocidad y tres pardmetros que reflejan las caracteristicas de
oscilacion de los espermatozoides®®. Los tres valores de la velocidad de movimiento son la
velocidad curvilinea (VCL), la velocidad rectilinea (VSL) y la velocidad media de trayectoria
(VAP). A partir de estos tres valores se calculan tres indices, la linealidad (LIN=VSL/VCL),
larectitud (STR=VSL/VAP) y la oscilacion de las trayectorias (VAP/VCL), con lo que queda
caracterizada la calidad del movimiento espermatico. Los pardmetros que muestran las
caracteristicas de oscilacion de los espermatozoides son el desplazamiento lateral de la
cabeza, la frecuencia de batido de la cola y la media del desplazamiento angular.

Los parametros de movimiento del sistema CASA se han usado para la identificaciéon de
subpoblaciones de espermatozoides y su posterior correlacion con la resistencia a la
congelacion®®, Ademas, se han evaluado los efectos de diferentes medios durante el
procesamiento in vitro sobre la funcion de los espermatozoides®®.

Por otra parte, con el uso del sistema CASA, diversos grupos han reportado una correlacion
significativa entre la motilidad total (r=0.26-0.61) y progresiva (r=0.26-0.33) del semen de
toros, y su fertilidad asociada al campo®’-1%0, E| sistema CASA colecta un amplio rango de
parametros de la cinética espermatica. Algunos grupos de investigacion mostraron una
correlacion positiva entre la VSL (r=0.17-0.67), la LIN (r=0.28-0.46) y la STR (r=0.33), y la
fertilidad en campo®1%2199) | as correlaciones entre los parametros de motilidad y la
fertilidad tienden a ser de bajas a medias y no se recomienda su uso de forma aislada para
predecir la fertilidad de una muestra de semen®-1%%)_ Sin embargo, la combinacion de varios
parametros de motilidad proporciona una herramienta mejor para predecir la fertilidad, ya
que la regresion de maltiples parametros del sistema CASA explico hasta el 0.98 (valor de
r?) de la variacion de la fertilidad, comparado con el 0.34 explicado s6lo por la motilidad
total%), Por otro lado, recientes andlisis del movimiento espermatico en tercera dimension,
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asi como el estudio del movimiento flagelar representarian nuevos parametros funcionales
que podrian ser relacionados con la fertilidad%%,

La morfologia de los espermatozoides es una de las pruebas més importantes del control de
calidad del semen, ya que refleja el estado fisioldgico o patoldgico de la funcionalidad de los
testiculos, epididimo y glandulas accesorias de los reproductores®); ademas, es considerada
como una mejor prueba para evaluar las caracteristicas genéticas y del DNA del
espermatozoide comparada con la motilidad:1%"), Diversos estudios han mostrado una
correlacion significativa entre la morfologia espermatica (r=0.22-0.76) y la fertilidad en
campo® %8198) sin embargo, la mayoria de los analisis morfoldgicos se realizan a través de
métodos convencionales, lo que permanece como una problematica debido a la subjetividad
en la evaluacion, asi como a la inconsistencia observada intra e inter técnicos%119, Por tal
motivo, el analisis morfoldgico no se ha considerado confiable en la prediccion de la
fertilidad en campo®*%®), El desarrollo de modulos especificos para el anélisis morfoldgico
de los espermatozoides dentro del sistema CASA ha permitido la evaluacion individual de
caracteristicas morfométricas de la cabeza del espermatozoide en cuanto a tamafio (area,
perimetro, longitud y anchura) y forma (elipticidad, elongacion, regularidad y rugosidad)®*V.
Algunos sistemas ofrecen incluso informacion sobre la pieza intermedia (area y anchura) y
datos referentes a la insercion de la pieza intermedia en la cabeza, como son la distancia y el
angulo de la insercion®!?. Dentro de estos parametros, la anchura de la cabeza de los
espermatozoides mostr6 una correlacion significativa (r=0.53) con la fertilidad en campo®*®),
Por otro lado, se han reportado subpoblaciones de espermatozoides basadas en su estructura
morfométrica®®. La evaluacion de nuevos parametros, asi como la identificacion de
subpoblaciones de espermatozoides podria proveer informacion sobre una poblacion 6ptima
que mejore la fertilidad®?.

Existen otros pardmetros que estudian la funcion espermaética, tales como la vitalidad,
integridad del acrosoma y fragmentacion del DNA. La viabilidad clasifica los
espermatozoides como vivos 0 muertos y muestra la existencia de dafio en la membrana
plasmatica del espermatozoide™!®. La integridad del acrosoma es una de las pruebas
funcionales espermaéticas mas importantes, ya que s6lo un espermatozoide con acrosoma
intacto puede penetrar al ovocito®®). En el caso de la integridad del DNA espermético, se ha
demostrado su importancia en la fertilizacion y en las primeras etapas del desarrollo
embrionario, siendo reconocida como un parametro indicativo del potencial de fertilizacién
del espermatozoide®!”1!®, Diversos estudios han mostrado una correlacion significativa
entre la vitalidad (r=0.19-0.40), la integridad del acrosoma (r=0.52) y la fragmentacion del
DNA (r=-0.49), y la fertilidad en campo de toros®*°>°":9)_En adicion, cuando se combinaron
varios parametros (cinética espermatica, vitalidad, fragmentacion del DNA y morfologia) en
modelos obtenidos por regresion, la correlacion con fertilidad aument6 a mas del 90 %2,
Aunqgue la mayoria de estas pruebas se realiza a través del uso de citometria de flujo, se han
desarrollado nuevas generaciones de modulos del sistema CASA para la evaluacion
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automatica de la vitalidad, la integridad del acrosoma y la fragmentacion del DNA®?)., Sin
embargo, se han realizado pocos estudios en bovinos usando estos nuevos médulos. Por lo
tanto, la motilidad y morfologia se muestran como los médulos més importantes del sistema
CASA en términos de uso.

Estos estudios muestran el gran potencial de los sistemas CASA para estimar la calidad del
semen, estudiar la funcion espermatica y predecir la fertilidad. Sin embargo, los parametros
proporcionados por el sistema CASA, también han mostrado que tienen limitaciones y no se
pueden usar de forma aislada como predictores confiables de la habilidad de fertilizacion del
espermatozoide. Ademas, los espermatozoides son células complejas que requieren un gran
nimero de criterios a considerar para lograr la fertilizacion®), por lo que el uso de diversos
pardmetros proporcionados por el sistema CASA dentro de un modelo de regresion se
presenta como la mejor opcion para tratar de predecir la fertilidad de una muestra de semen.
Sin embargo, no existe un consenso sobre cuales pardmetros de la funcionalidad espermatica
usar®, quiza debido a las diferencias encontradas entre grupos de trabajo respecto a los
parametros correlacionados con la fertilidad.

Actualmente, el analisis de espermatozoides a través de un sistema CASA se usa
ampliamente dentro de los protocolos de control de calidad de los centros de procesamiento
de semen, principalmente el modulo de motilidad. En dichos protocolos se establecen
umbrales para ciertas variables como la motilidad total y progresiva; los eyaculados por
debajo de estos umbrales suelen ser descartados antes o después de la congelacion®®).

En México, existen diversas asociaciones, instituciones y empresas relacionadas al ambito
pecuario que cuentan con sistemas CASA. Estos se han usado de forma regular
principalmente en el control de calidad de dosis comerciales de semen de bovinos, ovinos y
porcinos. Sin embargo, también se han realizado estudios de la cinética de espermatozoides
post-criopreservacion de carneros Pelibuey-Blackbelly*?), del cerdo Pelén Mexicano®?? y
de borregos Merino de la isla Socorro®??, asi como evaluaciones de muestras de semen
criopreservadas del borrego Chiapas?® y del bovino criollo corriente de Tamaulipas®?® que
se encuentran resguardadas en el Centro Nacional de Recursos Genéticos del INIFAP
(CNRG-INIFAP). Por otro lado, los sistemas CASA se han vuelto mas atractivos como parte
de la evaluacion practica de la calidad espermatica de muestras de semen en muchas especies
domésticas. Sin embargo, existen multiples causas por las que una evaluacién de semen por
medio de un sistema CASA puede variar, por ejemplo el mantenimiento del sistema y equipo,
el manejo de las muestras y la experiencia del técnico®. Por tal motivo, es de vital
importancia corroborar la eficacia del analisis. Para asegurarse de que el sistema CASA
trabaja de forma adecuada, es crucial la validacion de técnicos, protocolos y equipo. En este
sentido, el CNRG-INIFAP cuenta con un ensayo validado ante la entidad mexicana de
acreditacion denominado “Evaluacion de semen de animales domésticos” el cual se realiza a
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través de un sistema CASA. Esto permite que las evaluaciones de semen realizadas con este
sistema se lleven a cabo con estandares de alta calidad%,

Los sistemas CASA han evolucionado en los Gltimos afios para convertirse en herramientas
poderosas para la evaluacion rdpida y objetiva de la calidad y funcion espermatica de
muestras de semen de bovinos. Los sistemas CASA continuaran desarrollandose para realizar
nuevas, repetibles y cada vez mas precisas pruebas que permitan aportar a la mejora de la
fertilidad en campo.

Multiovulacion y transferencia de embriones (MOET)

Bajo este concepto se agrupan una serie de biotecnologias reproductivas que tiene como
propdsito aumentar la capacidad de reproduccién por el lado materno y se utiliza como una
herramienta de mejoramiento genético. Estas biotecnologias incluyen: la seleccion de
donadores (hembras y machos) de alto mérito genético, la superovulacion de las donadoras,
la recoleccién y evaluacién de los embriones, su transferencia a vacas receptoras o la
criopreservacion de los mismos. Esta técnica ha tenido su mayor desarrollo en el ganado
bovino, sin embargo, es ampliamente aplicada en especies como equinos, ovinos, caprinos y
cérvidos entre otros?®. Ademas del proposito ya referido (el mejoramiento genético), la
MOET también se ha utilizado con fines de conservacion de Recursos Zoogenéticos, ya que
de acuerdo con la FAO®27, es una excelente opcion para conservar la diversidad genética y
es la forma mas rapida de restaurar una poblacidn en riesgo, por tal motivo el INIFAP cuenta
con el Centro Nacional de Recursos Genéticos, donde se han realizado trabajos con el fin de
generar bancos de germoplasma de razas bovinas con diferentes estatus de riesgo2®),

El primer nacimiento a partir de la transferencia de embriones en mamiferos se logr6 en 1890,
con embriones de conejo?, y la primera transferencia quirtirgica con éxito en bovinos se
logré en 195139, E| conjunto de biotecnologias que involucran la MOET se desarroll6 entre
1940 y 1960, estableciendo las bases de la industria de la transferencia de embriones, la cual
inicié en 1970, como una herramienta para la introduccién masiva de razas europeas
continentales a norteamérica*3. La actividad moderna de la MOET, es el resultado de los
esfuerzos de dos grupos: a) los cientificos, quienes inicialmente desarrollaron los
procedimientos y técnicas de la transferencia de embriones, y b) los veterinarios de campo,
quienes aplicaron esta tecnologia de forma comercial haciéndola préactica y disponible para
la industria del ganado bovino, y posteriormente para otras especies productivas®3?.

A inicios de 1970, en Norteamérica se establecieron los primeros centros de transferencia de

embriones entre los cuales se encontraban “Alberta Livestock Transfer” (Alberta, Canada),
“Modern Ova Trends” (Ontario, Canada), Colorado State University (Colorado, Estados
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Unidos), “Carnation Genetics” (California, Estados Unidos) y “Codding Embryological
Science, Inc.” (Oklahoma, Estados Unidos)®%?. En nuestro pais, las primeras transferencias
embrionarias (TE) en bovinos, se realizaron en 1978 por técnicos norteamericanos, pero se
desconocen los resultados. En febrero de 1979 se inaugurd en Ajuchitlan, Querétaro, la
Clinica de Transferencia de Embriones, como parte del Centro Nacional de Reproduccion
Animal, dependiente del Instituto Nacional de Inseminacion Artificial y Reproduccion
Animal (INIARA), de la entonces Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARH).
Ahi, en ese mismo afio, naci6 la primera becerra holstein de MOET®®2, La primera cria cebu
por TE naci6 en 1981 en la empresa Carnation de México 33,

El Centro de Mejoramiento Genético y Transplante de Embriones (CEMEGEN), dependiente
de la paraestatal Leche Industrializada Conasupo (LICONSA), inici6 sus actividades en
noviembre de 1986, produciendo embriones de las razas Holstein Friesian, Suizo Pardo,
Jersey, Simmental, Simbrah y F1 Holstein x Gyr lechero (Gyrholando) y Holstein x Guzerat.
Se estimaba que, a partir de 1993, se producirian 20,000 embriones al afio a partir de 2,200
donadoras. El centro dejo de funcionar en 1994, entre 1987 y 1993 tuvo una produccion de
casi 42,000 embriones. Ademas, se realizaron 18 cursos de capacitacion en la técnica a
alrededor de 300 profesionistas y se efectuaron trabajos para 23 tesis de nivel licenciatura y
4 de maestria. La mayoria de los embriones producidos fueron congelados y posteriormente
transferidos en diversos estados de la Republica®®. Para 1990, el Centro Nacional de
Reproduccion Animal se volvié parte de la Comision Nacional para el Mejoramiento
Genético y la Reproduccion Animal (CONAMEGRA), constituida mediante un convenio
entre la Secretaria y la Confederacién Nacional Ganadera (CNG). Se hicieron varios trabajos
de TE para ganaderos de diversas partes del pais y se establecié con LICONSA un convenio
para la comercializacién, entre 1993 y 1994, de 1,343 embriones producidos en el
CEMEGEN, al precio de $100.00 por embrion, cantidad muy por debajo de su costo de
produccion. CONAMEGRA vendi6 ese material genético a 33 productores de 11 estados de
la Republica Mexicana, sus propios técnicos descongelaron 447 embriones, los transfirieron
y lograron obtener 51 % de gestaciones®®). En 1993, el INIFAP recibio la donacion de 1,558
embriones de CEMEGEN, siendo estos embriones F1 y % Holstein x Cebu para los
programas genéticos de sus campos experimentales en el tropico. Ese mismo afio, al Colegio
de Posgraduados se le donaron 800 embriones y 300 cabezas de ganado bovino.

En 1994, LICONSA finiquita el comodato con la UNAM, subasta el ganado, liquida al
personal y devuelve a la UNAM sus instalaciones, poniendo con ello fin a la operacion del
CEMEGEN®%),

La recolecta y transferencia de embriones fue un proceso en un inicio harto complejo, pues
tanto la coleccion de los embriones en la donadora como su posterior transferencia a hembras
receptoras se hacia por métodos quirdrgicos y usando anestesia general, implicando un
enorme esfuerzo de logistica, pues las donadoras y receptoras tenian que ser preparadas para
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la cirugia al mismo tiempo3?, En una primera instancia, se logré que las cirugias tanto a
donantes como a receptoras se realizaran con anestesia local; posteriormente, se desarrollaron
los procedimientos para la coleccién no quirargica de embriones y su transferencia a
receptoras, lo que facilitd el uso mas generalizado de la técnica™®®. Los resultados obtenidos
empleando los métodos no quirdrgicos, poco a poco se aproximaron a los obtenidos con los
quirargicos, razon por la cual estos tltimos cayeron en desuso®3Y,

En lo que respecta a la estimulacidn ovarica para inducir multiovulacion, siempre ha existido
una alta variabilidad en la respuesta superovulatoria, a pesar de esfuerzos por controlar las
fuentes de variacion, lo que constituye uno de los principales problemas que afectan la
eficiencia y rentabilidad de la MOET a nivel comercial®®”. En un trabajo realizado con
superovulaciones sucesivas en vacas cebl en el campo experimental “El Macho”, INIFAP;
donde se contemplaron las variables de época, dosis de FSH y edad, se concluyé que no se
puede afirmar que la respuesta inicial de una vaca cebu a la superovulacion sea un buen
predictor de respuestas subsecuentes de la misma vaca®®.

Aunque a la fecha hay considerables avances en cuanto al estudio de la fisiologia ovarica, asi
como factores inherentes a la donadora, ain quedan aspectos por entender para generar
protocolos mas eficientes de estimulacion ovarica®®,

En sus inicios, la superovulacion era inducida con eCG, sin embargo, pocos afios después se
descubrio que el extracto crudo de pituitaria (FSH con 20 % de LH) generaba mejor respuesta
superovulatoria que la eCG®9, En la actualidad los extractos de pituitaria son ampliamente
utilizados, pero existe una alta variabilidad en cuanto a la cantidad de LH en los extractos
crudos, en cambio, los purificados tienen una menor variacion en la cantidad de LH. Se han
realizado mdltiples estudios para evaluar la produccién in vivo de embriones utilizando
extractos crudos y purificados®Y. En uno realizado en 1995, en México, en el CEMEGEN,
se encontrd que el extracto crudo produjo mas embriones que el purificado en bovinos
productores de leche®. Por el contrario, en un estudio realizado en 2014, en el INIFAP,
con bovinos productores de carne, el extracto purificado generé méas embriones que el
extracto crudo®?); esto puede deberse a que el metabolismo hepatico de los bovinos
productores de leche es més acelerado comparado con el de bovinos productores de carne*3),

A pesar de los muchos esfuerzos realizados por incrementar la produccién de embriones por
vaca por afno a través de aumentar la respuesta ovarica al tratamiento superovulatorio, se ha
avanzado poco™®?. El uso de CIDR en combinacion con BE y prostaglandinas, ha permitido
el desarrollo de un protocolo denominado Reciclado Répido de Donadoras. Este protocolo
reduce casi a la mitad el intervalo entre superovulaciones (33 a 35 dias) sin que decline la
respuesta, tanto en nudmero de embriones producidos como en su calidad, en
superovulaciones sucesivas hasta por afio y medio®142) |o cual permite que casi se duplique
la produccion de embriones transferibles por donadora por afio.
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La primera criopreservacion exitosa de embriones fue reportada en murinos en 197244, Un
afio después, se logré el nacimiento del primer becerro procedente de un blastocisto
previamente criopreservado usando una solucién 2M de dimetilsulfoxido y empleando una
tasa de congelacion y descongelacion de 0.2 °C/min y 36 °C/min, respectivamente), Los
primeros becerros nacidos a partir de embriones criopreservados en México, provinieron de
embriones congelados en Colorado, EUA vy transferidos en Nayarit, México, en un campo
experimental del INIFAP(49),

Por mas de 10 afos el glicerol fue el crioprotector de eleccidn para la criopreservacion de
embriones bovinos; sin embargo, en 1992 se anunci6 un sistema de criopreservacion para
transferencia directa con el uso de etilenglicol como crioprotector; esto tuvo un efecto rapido
y positivo a nivel mundial en la industria de la transferencia de embriones hasta nuestros
dias3D,

Segun datos de la Asociacion Americana de Transferencia de Embriones, en 2009 se tenia
contabilizado que aproximadamente 99 % de los embriones bovinos de razas carnicas y
94 % de embriones bovinos de razas lecheras fueron congelados en etilenglicol para
transferencia directa®b.

Produccion in vitro de embriones bovinos (P1V)

La biotecnologia de PIV tiene una variedad de aplicaciones en ciencia basica y aplicada; en
primera instancia, ha soportado la produccion de embriones usados para una amplia variedad
de investigaciones, incluyendo el tratamiento de la infertilidad en humanos. Desde luego es
una herramienta para aumentar la productividad de animales de granja al incrementar el
potencial de reproduccion de animales de mayor mérito genético y, también, juega un papel
relevante en la conservacion de recursos genéticos animales, sobre todo en aquéllos en
peligro de extincion4?,

Conocida genericamente como FIV (fertilizacion in vitro) o PIV (produccién in vitro) es una
biotecnologia reproductiva, que al igual que la MOET, estd compuesta de varias
biotecnologias como: la maduracién in vitro de 6vulos, la capacitacion espermatica, la
fertilizacion in vitro propiamente dicha y el cultivo de cigotos y embriones hasta estadios
pre-eclosion (7 a 8 d post-fertilizacion)4®). La PIV consiste en recuperar évulos u ovocitos
de los foliculos ovaricos para ser madurados Yy fertilizados en condiciones de laboratorio; los
cigotos resultantes se cultivan hasta estadios post-compactacion (morula o blastocisto),
momento en el que se transfieren a una vaca receptora 0 se criopreservan para posterior
transferencia. Los ovocitos pueden provenir de ovarios de rastro o bien de animales vivos,
por medio de aspiracion guiada por ultrasonido (OPU) o TVA®4®),
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Esta biotecnologia data de los afios 70, donde investigaciones y logros registrados en los
temas de desarrollo de medios de cultivo, maduracién de ovocitos, capacitacion espermatica
y fertilizacion (ocurridos en esa década y la siguiente®?®) condujeron al nacimiento, en 1987,
del primer becerro producido completamente in vitro®#®. Si bien esta biotecnologia en un
inicio estuvo orientada primordialmente a la investigacion y se basé en ensayos realizados a
partir de ovarios obtenidos en rastro, con la incorporacion de la TVA (que hizo posible
obtener ovocitos inmaduros de donadoras vivas) se vislumbro la aplicacion comercial como
una herramienta mas prometedora que la MOET para la produccién masiva de crias a partir
de progenitores de alto mérito genético. Lo anterior se confirma al observar que, a nivel
mundial, en tanto el nimero de embriones colectados in vivo y transferidos se ha mantenido
estable en los ltimos afios, el nimero de embriones FIV transferidos ha tenido un promedio
anual de crecimiento del 12 % y, por vez primera, en 2017, el nimero de embriones viables
producidos in vitro, super6 al nimero de embriones transferibles colectados in vivo®®?; esa
tendencia se ha mantenido hasta el reporte de la Sociedad Internacional de Tecnologia de
Embriones (IETS por sus siglas en inglés) de 2019, con datos de 20185, En este mismo
reporte, se deja constancia de que la inmensa mayoria de embriones FIV viables fueron
obtenidos a partir de 6vulos colectados por TVA (98.9 %), en contraste con los pocos
embriones obtenidos a partir de ovarios de rastro®V. La razén de lo anterior es la
incertidumbre que se tiene con los ovarios de rastro desde el punto de vista genético y
sanitario de obtener germoplasma apropiado para la produccion comercial. Se sabe que existe
un importante niamero de laboratorios de investigacién donde se producen embriones PIV
viables que se desechan una vez que cumplen su funcién, pero estos datos no los registra el
comité de estadisticas de la IETS(52),

A nivel mundial, existen dos eventos que han operado como fuerzas motoras en la PIV: la
biotecnologia de semen sexado y la de evaluaciones gendémicas. La primera porque gracias a
laPIV es posible maximizar el uso de semen sexado, al poder fertilizar un importante nimero
de ovocitos (100+) con una sola dosis de semen, y la segunda porque hace posible intensificar
el poder de la seleccion, gracias a que permite acortar intervalos de generacion (TVA en
becerras, habilitando el uso de su germoplasma antes de la edad para servicio) y aumentar la
capacidad de reproduccion por el lado materno. Asi, estas tres biotecnologias (PIV, semen
sexado, evaluaciones gendmicas) juegan un papel relevante en el mejoramiento genético y la
industria ganadera bovina en general(*®2),

La PIV tuvo una época de gran crecimiento a principios del presente siglo, sobre todo en
Brasil, donde en 2009, 85 % de los embriones disponibles provenian de produccion in vitro,
lo que era equivalente a un 50 % de la produccion mundial. El éxito de las empresas
brasilefias incentivo su expansion a otros paises de Latinoamérica, incluyendo México, donde
se asentaron, trabajando de manera independiente 0 asociadas con empresas mexicanas u
organizaciones de productores. Lo logrado en Brasil no se ha podido replicar en México
porque no se tienen las ventajas competitivas que si posee ese pais sudamericano (razas,
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demanda, tamafio de las unidades de produccion, disponibilidad de receptoras)™*®. No
obstante lo anterior, sigue habiendo actividad moderada de estas empresas y otras nacionales;
asi, en 2018, se reportd en México la transferencia de casi 28,000 embriones, casi todos
provenientes de PIV y en contraste se transfirieron poco mas de 4,000 embriones obtenidos
in vivo®sY,

A pesar de que se ha generado un considerable volumen de investigacion respecto a los
principales componentes de esta biotecnologia (desarrollo de medios de cultivo secuenciales,
control de agentes potencialmente toxicos, exclusién de componentes séricos, inclusion de
aminodcidos, vitaminas, agentes quelantes y hormonas, entre otros)31%) asi como de
investigacion en los procesos de maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos®2157), lo
cierto es que no se ha podido rebasar el limite de 40 a 50 % de blastocistos obtenidos a partir
de los ovacitos fertilizados, valor no muy alejado del de 30 a 40 % que se tenia hace 20 afios.
Ello ha inclinado la atencion hacia la falta de homogeneidad en la fuente de ovocitos como
la causa méas probable de las limitadas tasas de éxito de la PIV(551571%8) por ello es
imperativo que, a la par de seguir promoviendo a la PIV-TVA (en combinacion con otras
biotecnologias como el uso de semen sexado y evaluaciones gendmicas) como una valiosa
herramienta productiva, se siga realizando investigacion para la PIV en mayores cantidades
con respecto a los dvulos que se ponen a madurar, mas competentes en su desarrollo post-
transferencia y con mayor tolerancia a la criopreservacion.

Por la complejidad y altos requerimientos de infraestructura y equipo, asi como de personal
capacitado en esta biotecnologia, la investigacion en PIV en México ha sido incipiente. Sélo
algunas universidades como la Universidad Nacional Autbnoma de México, Universidad
Auténoma Metropolitana, la Universidad Veracruzana, la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn, la Universidad Autonoma de Tamaulipas, el Colegio de Posgraduados y la Universidad
Auténoma de Chihuahua; algunas organizaciones de productores y empresas ganaderas Y el
INIFAP han trabajado con algunos temas de investigacion en PIV. A continuacion, se citan
algunos resultados obtenidos en investigaciones realizadas en México en temas relacionados
con la PIV de bovino: sobre agentes y condiciones de cultivo para reducir la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en el medio de cultivo, en un trabajo realizado en el
INIFAP, se encontro que reduciendo la tension de Oz al 2 %, se increment6 el nimero de
células en los blastocistos y se redujo la produccion de ROS®?). En otro trabajo realizado
también en el INIFAP, se utiliz6 una fitoalexina, el Pterostilbene, como agente antioxidante
a una concentracion de 0.33 uM, encontrandose que redujo la produccién de ROS vy la
presencia de lipidos intracitoplasmaticos en embriones de 7 dias%?; esto ultimo se presenta
como una alternativa para mejorar la criopreservacion de embriones PIV. En un trabajo
colaborativo entre el INIFAP y la UANL, se evaluo el efecto de la adicion de una proteina
de choque térmico (HSP70) sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro,
encontrandose que la adicion de HSP70 a los medios de cultivo tiene efectos favorables sobre
el porcentaje de blastocistos y nimero de células*®?. Se evalud, también en el INIFAP, un
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sistema para cultivo individual de embriones denominado “WOW?”, encontrandose que,
aunque produce similar ndmero de embriones comparado con el cultivo grupal en
microgotas, en el sistema WOW se produce un mayor porcentaje de embriones de mejor
calidad morfolégica®?. En otro trabajo realizado en la UNAM, se compard la efectividad
de dos dispositivos de vitrificacion para criopreservar embriones bovinos. Se comprobé que
el Cryotop® es un soporte de vitrificacion mas efectivo que el Open Pulled Straw®, al
resultar en mayor viabilidad post-vitrificacion¢®. En otro trabajo realizado entre el Colegio
de Posgraduados y la Universidad Veracruzana, se probo la alternativa de emplear medios
de cultivo usados en el sistema FIV de humanos para cultivar embriones bovinos,
encontrandose que se pueden producir blastocistos con resultados similares®?, Cabe sefialar
que los medios de cultivo que se emplean en humanos son frecuentemente mas faciles de
conseguir en el mercado nacional. En otro trabajo, realizado en la Universidad Auténoma de
Chihuahua, se comprobd que la adicién IGF-I agregado a diferentes tiempos del proceso de
PIV no produjo un efecto benéfico sobre el porcentaje de blastocistos®6%).

El futuro de la PIV en bovinos enfrenta importantes retos que se deben resolver para asegurar
su utilidad como herramienta productiva, y soporte para investigacion en multiples areas del
conocimiento. La evolucion de los medios de cultivo para proveer condiciones cercanas a las
fisiologicas a gametos y embriones ha sido una de las areas con mayor avance®?, pese a lo
cual, hoy en dia, se siguen teniendo dificultades para producir embriones similares a los
obtenidos in vivo, lo que se manifiesta en bajas tasas de prefiez a la transferencia, baja
tolerancia a la criopreservacion y alteraciones en el desarrollo fetal y placentario®?. Los
esfuerzos de investigacion se han centrado en el desarrollo de medios de cultivo
quimicamente definidos®®®, uso de compuestos reguladores del nivel de oxidacion®”), uso
de compuestos deslipificantes o reguladores del metabolismo de lipidos®6°1%8) y mecanismos
tales como el uso de medios secuenciales para remover la presencia de moléculas toxicas
para el embrion®®. Asi mismo, en el desarrollo de métodos de criopreservacion mas
amigables con el embrion producido in vitro, como la vitrificacion’®. Por otra parte, con el
desarrollo de biotecnologias como el trasplante nuclear embrionario (blastomeros en estadio
de 16 células) y somatico (células cumulares, fibroblastos, etc.)*’, se percibia un futuro
importante para la modificacion genética de embriones con fines productivos, médicos y de
investigacion (estudios de funcidén génica, xenotransplantes, produccion de proteinas
recombinantes, mejoramiento genético y produccion de alimentos)®™® y su eventual
clonacion; sin embargo, a pesar de haberse obtenido algunos resultados alentadores, la
insercion aleatoria de los transgenes genero resultados altamente variables e impredecibles,
haciendo inviable el uso de esta tecnologia®’®. Actualmente, con el advenimiento de las
tecnologias de edicion de genes (CRISPR — Cas — 9), ya es posible realizar ediciones precisas
de genes, incluso realizar reprogramaciones epigenéticas, lo que augura una época dorada en
la modificacion genetica de animales de granja, con los fines antes mencionados, con el fuerte
soporte de las biotecnologias de PIVZ™, Aln habra impedimentos éticos y escollos legales
gue deberan resolverse.
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Conclusiones

A manera de reflexion final se puede decir que, aunque las instituciones de investigacion en
México y sefialadamente el INIP-INIFAP han acompafiado el desarrollo de las
biotecnologias reproductivas en el mundo en las ultimas cinco décadas, conforme han pasado
los afios, éstas han evolucionado de forma metedrica y ha sido cada vez mas complicado
mantener una base de investigacion de frontera solida que permita estar alineados con los
desarrollos tecnologicos que van sucediendo. A pesar de que la informacidn generada por
instituciones mexicanas en temas actuales como la produccion in vitro de embriones es
modesta, la industria ganadera nacional estd demandando la inmersion en estas tecnologias.
Lo anterior debe empujar a las instituciones de investigacién a generar componentes
tecnoldgicos que permitan el uso eficiente de ésta y otras tecnologias bajo las condiciones
locales.
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