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Resumen:

Durante muchos afos se ha intentado incrementar la eficiencia reproductiva del ganado
utilizando biotecnologias como la biseccion de embriones. Sin embargo, pese a su potencial
en el ganado, su nivel de adopcion es limitado. Este trabajo resefia la importancia de la
reconstitucion de los demi-embriones después de la biseccion y los principales factores que
limitan su éxito en el ganado. El uso de esta técnica podria ser mas generalizado si se
incrementara su eficiencia, lo cual podria lograrse mediante una seleccion mas precisa de los
embriones que se someteran a biseccién. La calidad de los embriones es uno de los factores
mas importantes que determinan su potencial de reconstituirse en demi-embriones viables
después de la biseccion, permitiendo obtener resultados mas confiables en los programas de
transferencia de embriones.

Palabras clave: Biseccion embrionaria, Reconstitucion de demi-embriones, Desarrollo
embrionario.

473


mailto:rangelsr@correo.chapingo.mx

Rev Mex Cienc Pecu 2022;13(2):473-487

Recibido: 07/01/2021

Aceptado: 15/07/2021

Introduccion

La biseccion embrionaria es una biotecnologia reproductiva que permite obtener demi-
embriones idénticos para ser utilizados en la investigacion® o en la industria ganadera®. El
proposito de la biseccion embrionaria es incrementar el nimero de demi-embriones
disponibles para transferencia y, por ende, de las crias de animales genéticamente
superiores™*4), Esta técnica se puede aplicar a embriones desarrollados en la etapa de morula
0 de blastocisto y consiste en obtener dos mitades similares mediante la biseccién
mecénica®®?), La biseccion de la mérula puede realizarse en cualquier posicion del embrion,
debido a su morfologia simétrica®. En el caso de los blastocistos, la orientacion simétrica
del embridn es importante para obtener una distribucién proporcional de la masa celular
interna (MCI) y el trofectodermo (TE) en los demi-embriones resultantes(®.

La biseccion embrionaria se lleva a cabo en embriones de diversas especies®®112 con la
finalidad de incrementar la disponibilidad de embriones*?, la tasa de embarazo™® y el
nimero de crias®*1%), Sin embargo, hay estudios en los que la supervivencia de los demi-
embriones ha resultado ser baja®®", incluso inferior a la que se obtuvo utilizando embriones
completos®. Esto puede estar asociado con el hecho de que la biseccion embrionaria es una
técnica invasiva® y el procedimiento ocasiona dafio celular®®. Por lo tanto, el éxito de la
técnica podria verse influido por factores asociados al embrion original?°2%2? y su capacidad
de reconstituirse en los demi-embriones que resultan de ella®®. El objetivo de esta resefia es
subrayar la importancia de la reconstitucion de los demi-embriones en los programas de
biseccion embrionaria, asi como examinar los principales factores que influyen en su éxito.

Importancia de la biseccion embrionaria en el ganado

La biseccién embrionaria se ha practicado en diversas especies ganaderas de interés de, tales
como conejos®®, ovejas®¥, bovinos®?, cabras®®, equinos®®, cerdos®®, e incluso se ha
realizado en seres humanos®?. Si bien esta técnica es invasiva, es practica y, a diferencia de
la clonacion, no requiere de una programacion celular®. La biseccion embrionaria en las
especies ganaderas permite producir gemelos idénticos para uso experimental *¥, reduciendo
el nimero de animales que se requieren por tratamiento para las pruebas de comparacion®”
o para incrementar la disponibilidad de embriones transferidos®®. Ademas, la obtencion de
gemelos idénticos facilita la evaluacién de los sementales o las pruebas de rasgos
maternos®®®, y permite mantener caracteristicas deseables en el ganado®).
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La biseccion embrionaria ha permitido incrementar la tasa de embarazo®® y el nimero de
crias®®, en comparacion con la transferencia de embriones completos®*24. La mayoria de
los autores han reportado disponibilidad de un elevado nimero de demi-embriones para
transferencia en relacion con el nimero de embriones bisectados, lo cual incrementa la
eficiencia en el nimero de crias (Cuadro 1). Sin embargo, la eficiencia varia mucho (entre
75y 118%), lo cual puede asociarse principalmente con factores relacionados con el embrion
original. Las borregas exhibieron una tasa de embarazo del 64% cuando recibieron pares de
demi-embriones, con lo que obtuvieron un 118% de eficiencia en cria¥. Asimismo, el
porcentaje de supervivencia de los embriones fue mayor cuando se transfirieron dos demi-
embriones por receptora (101 %, 710/705), en comparacion con la transferencia de dos
embriones completos, considerando el nimero de embriones originales®. Es mas, la tasa de
nacimientos obtenidos mediante la transferencia de pares de demi-embriones de ovejas
superd en un 30% la lograda con embriones completos (85 vs 55 %, P<0.05)¢,

Cuadro 1: Eficiencia de la biseccion embrionaria en la produccién de crias en relacion con
el nimero de embriones bisectados

Especies Embriones N,l]mero_de Eficiencia Referencia
bisectados crias nacidas (%)
Bovina 36 27 75 13
Bovina 50 61" 105 15
Bovina 11 12" 109 >
Ovina 40 34 85 30
Ovina 24 217 88 16
Ovina 705 710" 101 2
Ovina 16 17 106 8l
Ovina 39 46 118 14

* Numero de fetos diagnosticados por ultrasonido entre los 30 y los 80 dias a partir de la gestacién
0 **mediante cirugia post sacrificio. Eficiencia(%)= nimero de crias nacidas / embriones bisectados.

Por otra parte, en algunos estudios se obtuvo una eficiencia baja con la biseccion
embrionaria®%23%), Se ha reportado el nacimiento de un porcentaje menor de ovejas después
de la transferencia de embriones bisectados que después de la de embriones completos (27
vs 52 %, P<0.05)®. Sin embargo, en el ganado bovino, pese a los problemas asociados con
la gestacion de gemelos™, la implementacion de la biseccién embrionaria representa un
beneficio econdmico toda vez que incrementa el nimero de crias®”2%, Por lo tanto, se puede
implementar la biseccion embrionaria en los programas de transferencia de embriones®24),
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Reconstitucién de los embriones después de la biseccion

La reconstitucion embrionaria es un indicador de la capacidad de los demi-embriones de
convertirse en crias tras de ser transferidos a una hembra receptora®®?9. En los tejidos
adultos, las células madre son responsables de reparar las lesiones y regenerar los tejidos®@3%®
dafiados por envejecimiento o enfermedades®”. En el caso de los embriones sucede algo
similar cuando se remplazan las células especializadas que se han perdido a causa de alguna
alteracion®). Los embriones son capaces de reparar sus lesiones, adaptandose a las
condiciones ambientales a fin de sobrevivir después de su reconstitucion®®. En las etapas
tempranas, las células embrionarias se pueden adaptar en lo relativo tanto al indice mitotico
como al proceso de diferenciacion®® debido a la plasticidad que presentan®®49, Ademas, se
ha comprobado que los conglomerados de células embrionarias en etapas tempranas de su
desarrollo pueden convertirse en organismos vivos mediante la reorganizacion de las células,
como en el caso de la division del blastocisto®V,

De manera que un grupo de células tiene propiedades que exceden la potencia de cualquier
célula individual del grupo para la reconstitucién celular, la cual podria ser un efecto
conjunto®). Las células extrudidas e incluso el detrito celular observado después de la
biseccion del embrion podrian contener suficientes células viables para proliferar y
reorganizarse, dando lugar a otro embrién funcional®. Al momento de realizar la biseccion
embrionaria, las mitades resultantes se pueden cultivar in vitro durante 2 a 48 horas®?%. En
cada demi-embrion se reorganiza la MCI, y de inmediato el blastocele comienza a
reconstituirse®2%42),

La unidn de los bordes de las células trofoblasticas durante la biseccion es responsable de la
capacidad del trofoblasto de reconstituirse®, puesto que este grupo de células secreta liquido
al blastocele; este proceso es regulado por los genes®344) y permite la formacion esférica de
demi-embriones“?, siendo las células trofoblasticas importantes para la implantacion del
embrion®®). Del mismo modo, aun cuando un embrion haya perdido la mitad de sus células,
sigue siendo un organismo, y una caracteristica de los organismos es que reparan sus lesiones,
regenerandolas para continuar su desarrollo®®. En el laboratorio se ha bisectado blastocistos
expandidos de ovejas producidos in vitro con una microcuchilla (Figura 1a), utilizando el
procedimiento denominado estriado en placa®® (Figura 1b), y se observé una reconstitucion
completamente esférica (70% del tamafio del embrion original) después de 12 horas de
cultivo in vitro (Figura 1c).
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Figura 1: Proceso de biseccion embrionaria y reconstitucion de los demi-embriones
después de 12 horas de cultivo in vitro
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a) Blastocisto expandido orientado simétricamente con respecto a la microcuchilla de biseccion, b) demi-
embriones resultantes, y ¢) demi-embriones reconstituidos. x200.

Diversos autores han reportado un porcentaje de reconstitucion que oscila entre 90 y 178 %
(Cuadro 2).

Cuadro 2: Eficiencia de la reconstitucion de demi-embriones bovinos después de 2-48
horas de cultivo in vitro posteriormente a la biseccion

Embriones Numero de demi- Reconstitucion® Referencia
bisectados embriones (%)

21 19 90 29

11 16 145 5

176 268 152 12

19 30 158 4

230 408 178 28

*Reconstitucién (%) = NUmero de demi-embriones / embriones bisectados.
La evaluacién de la reconstitucién embrionaria podria permitir la seleccién de demi-embriones viables y ser
una herramienta Gtil para los programas de transferencia embrionaria®®),

Factores que afectan la reconstitucion de los demi-embriones

Técnica de biseccion embrionaria

La biseccion embrionaria es una técnica que permite la produccién de gemelos idénticos en
los programas de transferencia embrionaria®. En los afios 1980 esta técnica requeria de hasta
seis instrumentos de manipulacion y biseccion de embriones®. Sin embargo, con el tiempo
se han desarrollado diversas metodologias para simplificar la técnica®, dado que el
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procedimiento requeria de hasta 15 min para bisectar un embrion®“®. Ademas, se ha estudiado
ampliamente el uso de instrumentos cortantes, como la microcuchilla®?%4% o la aguja de
vidrio®%5152) con el objeto de minimizar el dafio celular al momento de realizar el corte®?),
Asi, el éxito de la técnica depende de que se produzca el minimo dafio a los embriones®®,
dado que el procedimiento genera entre 10 y 13 % de la pérdida de células®’>¥,

A este respecto, se ha demostrado que el método de biseccion embrionaria con microcuchilla
es practica y que tiene aplicacion en condiciones de campo®. Se ha simplificado la
implementacion de mediante la presion vertical en el momento de la biseccién embrionaria,
utilizando una microcuchilla adaptada a un micromanipulador Unico, sin emplear una
micropipeta de sujecion de embriones?21539), En el laboratorio se ha observado que el uso
de la técnica de estriado en placa®® con 50 pl de un medio comercial de biseccion facilita la
fijacion de los embriones y previene la adhesion de las células a los materiales de biseccion
y de cultivo. Esto permite bisectar grupos de cinco embriones en aproximadamente 3
minutos, lo que hace que la aplicacion de esta biotecnologia resulte mas practica y evite
someter a los embriones a un estrés prolongado.

Por otra parte, hay evidencias que demuestran que la técnica utilizada para la biseccion
embrionaria influye en la respuesta productiva. En los ovinos se ha evaluado el efecto del
técnico en el momento de la biseccion, y se ha encontrado una diferencia significativa entre
los dos técnicos en la tasa de embarazo (66 vs 75 %, P<0.05) y en la supervivencia de los
demi-embriones (51 vs 44 %, P<0.01)®®. Por ello, es necesario tomar en cuenta la
capacitacion del técnico antes de implementar la biseccion embrionaria.

Etapa del desarrollo

La etapa del desarrollo embrionario —mdrula, blastocisto temprano o blastocisto
expandido— en el momento de la biseccion es uno de los factores mas importantes que
afectan la tasa de embarazo de los embriones transferidos. Después de bisectar embriones de
ratones se encontré que en la etapa de morula los demi-embriones se reconstituyen en un
porcentaje mas bajo que en la etapa de blastocisto (74 vs 90 %, P=0.001) después de 24 horas
de cultivo in vitro®®. En el ganado bovino, no se reportaron diferencias significativas en la
tasa de embarazo (51-65 %, P>0.1) cuando se transfirieron demi-embriones de mérulas,
blastocistos tempranos o blastocistos expandidos®®. En otro estudio se obtuvo una tasa de
embarazo mas baja con el uso de morulas bisectadas (7/44, 16 %) comparadas con los
blastocistos tempranos (58/96, 60 %), P<0.01®. De manera similar, se ha reportado un
porcentaje superior de fetos viables después de la biseccion de blastocistos en comparacion
con las morulas 91 (10/11) vs 30 % (3/10), P<0.05, al dia 70 a partir de la gestacion®”). Por
ultimo, en los ovinos se obtuvieron seis pares de gemelos idénticos a partir de la biseccion
de blastocistos, mientras que la biseccion de las morulas no fue exitosa (P<0.05)18),
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En términos practicos, parece ser que la biseccion de morulas es mas facil debido a la simetria
morfoldgica que presentan; sin embargo, en el laboratorio se observé que la biseccion de
blastocistos expandidos e incluso de blastocistos eclosionados fue més facil una vez que se
identificaron con claridad la MCl y el TE. Es més, algunos autores han reportado una tasa de
embarazo més elevada utilizando blastocistos que con el uso de mérulas (Cuadro 3), quizé
porque son mas tolerantes a la manipulacion y se ven menos afectados por la péerdida de la
zona peldcida®®?. Esto puede deberse al hecho de que la embriogénesis esta estrictamente
regulada en lo relativo al tiempo®? y a que entre mas desarrollados estan los embriones mas
tolerantes son.

Cuadro 3: Efecto de la etapa de desarrollo del embrion completo en la tasa de embarazo de
demi-embriones transferidos
Etapa de desarrollo, % (n)

Especies Mébrula Blastocisto Blastoc?sto Referencia
expandido

Caprina 0 (5) 33 (9) 55 (11)* 10

Ovina 60 (20) 88 (24) - 16

Bovina 48 (162) 60 (96) 54 (28) 8

Bovina 51 (71) 64 (61) 58 (12) 53

Bovina 39 (139) 36 (33) 30 (10) 12

%= Tasa de embarazo; n= NUmero de hembras receptoras; *Blastocisto eclosionado.
Calidad del embrion

Existe una amplia evidencia del uso de embriones de excelente calidad para fines de
biseccion240:5657) | os embriones seleccionados para la biseccion deben satisfacer ciertos
criterios morfoldgicos, de los cuales dependera el éxito de la reconstitucion de los demi-
embriones®) y, en consecuencia, también la tasa de embarazo®?%V). La calidad de los
embriones debe ser excelente o buena, dependiendo de los criterios morfologicos®®, porque
cuando son de baja calidad (regular o mala) son mas vulnerables al proceso de biseccion®247),

En los bovinos, cuando se bisectaron mérulas, se obtuvo un porcentaje mas elevado de
supervivencia en el grupo de calidad buena y excelente, en comparacion con las moérulas de
calidad regular y mala, 167 (20/12) vs 75% (9/12), P<0.00“". Por otra parte, se encontrd en
las vacas una tasa de embarazo de 42% después del descongelamiento y con la transferencia
de demi-embriones de calidad excedente, mientras que cuando se transfirieron demi-
embriones provenientes de embriones de baja calidad no se lograron gestaciones®V.
Asimismo, se reportd un mayor porcentaje de desarrollo en pares de demi-embriones cuando
se bisectaron embriones bovinos de calidad excelente, en comparacion con los de buena
calidad (76 vs 40 %, P<0.05)2. Por lo tanto, para obtener resultados positivos se debe tomar
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en cuenta la evaluacién de la calidad de los embriones que se someten a la biseccién. Sin
embargo, la evaluacion morfoldgica de los embriones sometidos a biseccidn es un aspecto
subjetivo basado en la experiencia de los investigadores.

En estudios realizados por nuestro grupo de trabajo con la manipulacion de embriones ovinos
se encontré6 un porcentaje mas elevado de reconstitucion de demi-embriones (145 %,
aproximadamente) cuando se bisectaron embriones de calidad excelente y con un didmetro
mayor de 230 um. En los demi-embriones resultantes, después de 12 h de cultivo in vitro se
encontrd que, al reconstituirse, alcanzaron un diametro promedio de 176 + 10.03 um (Figura
2), similar al reportado en dos demi-embriones porcinos de alta calidad (161.6 + 25.7 um)5),
pero mayor que el reportado en demi-embriones humanos (121 pm)@. Por lo tanto, se ha
propuesto el diametro embrionario como indicador de calidad®>®®, dado que el tamafio del
embrion tiene un lugar importante en el reconocimiento materno®©,

Por otra parte, el tamafio del embrion también esta asociado con el nimero de células® y,
en consecuencia, con la calidad del embrion. En los embriones de mala calidad, la tasa de
division celular, es decir, de mitosis, es deficiente, y por ende lo es también el nimero de
células“”. Asi, el tamafio del embrién es proporcional al nimero de células utilizado para su
reconstitucion®?. Hay un 50 % de recuperacion de células de los embriones originales en los
demi-embriones resultantes, dependiendo de la calidad y la uniformidad del proceso de
biseccion®52®), Esto sugiere que la biseccion de embriones de mayor tamafio producira demi-
embriones con m&s MCI y mas células del TE, con lo cual se prolongara su supervivencia.
En el laboratorio de este grupo de investigacion se obtuvo un promedio de 68 + 11.3 células
en demi-embriones reconstituidos, después de 12 h de cultivo in vitro (Figura 3), a partir de
embriones con 122 + 6.6 células. En este sentido, la proliferacion de células activas puede
ser un criterio de calidad embrionaria®. Con base en lo anterior, el diametro del embrién
podria ser un criterio objetivo para seleccionar embriones para la biseccién con el objeto de
lograr el mayor éxito posible en la reconstitucion de demi-embriones.

Figura 2. Reconstitucion in vitro de demi-embriones después de 12 h de cultivo. x200

100 y
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Figura 3. Tincidn celular (Hoechst) de demi-embriones in vitro después de 12 h de cultivo.
%200

Embriones producidos in vitro o in vivo

Existen diferencias entre los embriones producidos in vitro o in vivo en su morfologia y en
sus componentes moleculares®®, de los cuales los embriones producidos in vivo son de mejor
calidad. No obstante, se ha reportado un elevado porcentaje de supervivencia in vitro de
demi-embriones ovinos después de la biseccion (80-85 %) y una tasa de prefiez del 33 %
después de la transferencia de pares de demi-embriones a borregas receptoras (5/15)4%. Por
otra parte, algunos autores han reportado tasas de gestacion mas altas para los embriones
producidos in vivo. Se reporté un alto porcentaje de reconstitucion (47/60, 78.3 %)% en los
embriones bovinos bisectados producidos in vivo y en los demi-embriones cultivados in
vitro®®. Asi, la eficiencia de la biseccion embrionaria en relacion con el origen del embrion
parece ser inferior en los embriones producidos in vitro. Esto podria deberse a la baja calidad
y a la baja eficiencia de la produccion in vitro®®. Por ello es necesario mejorar la eficiencia
en ambos procedimientos de produccion de embriones, toda vez que ambos se enfocan en
mejorar la productividad en la produccion ganadera(®).

Efecto de la raza y edad de las donadoras de embriones para biseccion

Hay otros factores poco estudiados que podrian afectar el destino del embridn bajo el proceso
de biseccion. En los ovinos, se evalud el efecto de la raza sin encontrar diferencias
significativas en la tasa de gestacion y en la supervivencia de demi-embriones entre los
embriones de las razas Gotland y Texel finlandesa (69 vs 50 % y 42 vs 26 %, respectivamente,
P>0.05) ni entre las razas Texel danesa y Texel finlandesa (74 vs 74 % y 50 vs 50 %,
respectivamente, P>0.05)%%, Ademas, se ha reportado el efecto de la edad de la donante sin
que se hallaran diferencias en la tasa de gestacion entre los embriones generados en hembras
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adultas (de 24 meses de edad) y en hembras jovenes (de aproximadamente 10 meses de edad)
(74 vs 74 %, P>0.05); sin embargo, la supervivencia de los demi-embriones (51 vs 47,
P<0.05) y el porcentaje de gemelos idénticos fueron mas elevados en las borregas adultas
que en las jovenes (38 vs 27, P<0.01)®®. Esto podria estar relacionado con una menor
capacidad de supervivencia de los embriones completos provenientes de borregas
jovenes®8667  confirmada después de la transferencia de demi-embriones®®),

Conclusiones

La reconstitucion de demi-embriones es un factor clave para el éxito de la biseccion
embrionaria, y su maxima eficiencia se obtiene seleccionando embriones de excelente
calidad, independientemente de su etapa de desarrollo. Los resultados de la literatura
demuestran el potencial de la técnica de biseccidon; de ahi que deba considerarse su aplicacién
para mejorar la eficiencia de los programas de transferencia embrionaria.
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